 CAIET DE PRACTICA FREZAREA CONSIDERATII GENERALE Frezarea este o operatie de aschiere executata cu ajutorul unei scule rotitoare prevazuta cu mai multe taisuri, denumita freza ; scula efectueaza miscarea principala de rotatie, iar miscarile de avans sunt executate fie de catre semifabricat, fie de catre scula Frezarea se efectueaza pe masini de frezat Prin frezare se pot prelucra suprafete exterioare sau interioare, plane, cilindrice sau profilate Schema de principiu a frezarii suprafetelor plane este prezentata în figura 11 1 Freza 1 executa miscarea principala /, iar semifabricatul 2, miscarea rectilinie de avans // Fiecare dinte al frezei aschiaza atâta timp cât se misca în contact cu semifabricatul, pe un arc de cerc corespunzator unghiului de contact 4» Fig 11 1 Schema de principiu a fre- Fig 11 2 Frezarea în sensul si contra avan- rarii sului Întrucât de obicei acest unghi este mai mare decât pasul unghiular o al dintilor frezei, în fiecare moment al procesului de frezare lucreaza efectiv mai multi dinti simultan, ceea ce conduce la productivitati mari ale operatiilor de frezare Aschiile au o forma de pana, întrucât grosimea lor variaza de la o valoare minima amin — 0 la valoarea maxima ama%, sau invers, dupa cum frezarea se face contra avansului (fig 11 2, a), sau în sensul avansului (fig 11 2, b) La frezarea în contra avansului, sensul miscarii principale de rotatie a frezei este opus sensului miscarii de avans în punctul de tangenta A al sculei la suprafata prelucrata, iar Ia frezarea în sensul avansului, cele doua miscari au acelasi sens în punctul de tangenta A La frezarea în sensul avansului, dintii frezei se uzeaza mai rapid, deoarece la intrarea lor în material se produc socuri mai mari, mai ales la prelucrarea semifabricatelor turnate, care au la suprafata o crusta mai dura La frezarea contra avansului, componenta verticala Fv a fortei de aschiere este orientata astfel încît tinde sa desprinda semifabricatul de pe masa masinii, iar la frezarea în sensul avansului, componenta verticala Fv, apasa semifabricatul pe masa masinii sau în dispozitivul de prindere, conducând la necesitatea unor forte mai mici de strângere Alegerea metodei de frezare se face tinând cont, de la caz la caz, de avantajele si dezavantajele pe care le au cele doua metode Metoda de frezare contra avansului se aplica de regula la degrosarea semifabricatelor, în special când acestea au o crusta dura, iar metoda frezarii în sensul avansului se aplica de obicei la finisarea semifabricatelor de grosime mica, ce se prind mai dificil pe masinile de frezat CONSTRUCTIA FREZELOR Sl UTILIZAREA ACESTORA Sculele utilizate la prelucrarile prin frezare se numesc freze Acestea au un corp cu forma generala de rotatie, pe care sunt prevazute mai multe zone active denumite dinti (spre deosebire de cutitele de strung, care au o singura zona activa) Numarul dintilor variaza între doi si peste 100, în functie de diametrul frezei si de destinatia acesteia CLASIFICAREA FREZELOR Dupa solutia constructiva a realizarii dintilor, frezele se împart în doua categorii Exista freze cu dinti dintr-o bucata cu corpul sculei (freze tip monobloc) si freze cu dinti aplicati în primul caz, dintii se realizeaza prin taierea în corpul sculei a canalelor ce materializeaza golul dintre dinti, iar în al doilea caz dintii se monteaza pe corp prin sisteme mecanice Fig 11 3 Constructia frezelor monobloc Fig 11 4 Constructia frezelor cu dinti aplicati : 1 — corpul sculei ; 2 — dintii frezei ; 3 — suprafata de prindere a frezei pe masina In figura 11 3 se prezinta constructia unei freze în varianta monobloc, iar în figura 11 4 se arata constructia unei freze cu dintii aplicati Constructia monobloc a frezelor se utilizeaza mai ales la freze de diametre mici, iar varianta cu dinti aplicati se preteaza mai ales pentru freze cu diametre mai mari Dupa modul de realizare practica a fetelor si taisurilor dintilor,' frezele se clasifica de asemenea în doua categorii : freze cu dinti frezati (fig 11 5, a) si freze cu dinti detalonati (fig 11 5, b) Frezele cu dinti frezati au suprafata de asezare a dintelui SA plana, sau formata din mai multe suprafete plane, realizate întotdeauna prin frezare Cele cu dinti detalonati au suprafata de asezare curba, dupa o directoare care de obicei este spirala arhimedica Aceasta suprafata se numeste suprafata detalonata si se realizeaza pe masini speciale, de tipul strungurilor, numite masini de detalonat Spre deosebire de dintii frezati, dintii detalonati se ascut numai pe suprafata (plana) de degajare SD, pastrîndu-si constant profilul materializat tocmai prin suprafata de asezare, care ramâne intacta la reascutire Acest fapt recomanda dantura detalonata mai ales pentru frezele profilate în toate cazurile, suprafetele active ale dintilor se ascut prin rectificare profilata Fig 11 5 Tipuri de dinti : Dupa destinatie, frezele se pot clasifica în Urma- ti — dinte frezat ; b — dinte toate categorii : detalonat; « -unghi de toate categorii asezare; 0 — unghi de as- — freze pentru suprafete plane ; cutire; Tg-unghi de degajare — freze pentru suprafete în trepte; freze pentru canale simple ; freze profilate diverse ; freze pentru prelucrat roti dintate în figura 11 6 se prezinta unele tipuri de freze si exemple de utilizare a acestora cu scoaterea în evidenta a miscarii principale si a celor de avans Din prima categorie fac parte frezele frontale, ca cele din figura 11 6, a, la care dintii sunt dispusi pe suprafata frontala si frezele cilindrice (fig 11 6, b), la care dintii sunt dispusi pe suprafata cilindrica a corpului sculei Din a doua categorie fac parte frezele cilindro-frontale (fig 11 6, c), ce pot prelucra simultan doua suprafete plane adiacente, dispuse sub un unghi egal de obicei cu 90° Frezele pentru canale simple pot fi de tip deget (cu coada monobloc si având de obicei diametrul mic (fig 11 6, d), sau de tip disc, având dintii cu un singur tais principal (fig 11 6, e si fig 11 3), sau cu trei taisuri principale (fig 11 6, f) Ele se utilizeaza foarte des la frezarea canalelor de pana, a crestaturilor si chiar la retezari în acest ultim caz, de cele mai multe ori se folosesc freze disc înguste si de diametru mare, numite freze — fierastrau (fig 11 6, g) Frezele profilate sunt destinate prelucrarii suprafetelor profilate concave (canale profilate) sau convexe (suprafete exterioare profilate) Din aceasta categorie fac parte frezele unghiulare (fig 11 6, h) si frezele semirotunde concave (fig 11 6, i), frezele semirotunde convexe (fig 11 6, j), frezele pentru ghidaje în coada de rândunica (fig 11 6, k), sau pentru canale în forma de T (fig 11 6, l) si altele O grupa speciala de freze profilate este aceea a frezelor destinate prelucrarii rotilor dintate, prin metoda divizarii (frezarea individuala a fiecarui gol dintre doi dinti vecini) numite freze modul Forma frezelor disc — modul si a frezelor deget — modul este aratata în figura 11 6, m si n Productivitatea si calitatea fabricatiei danturilor rotilor dintate este net superioara în cazul folosirii metodei de frezare prin rulare a flancurilor dintilor, utilizând masini speciale de frezat si scule corespunzatoare (fig 11 6, o), denumite freze melc — modul (vezi si capitolul 16) O alta categorie speciala de freze, utilizate destul de des, este aceea a frezelor pentru frezarea filetelor (fig 11 6, p) Din figura 11 6 mai rezulta ca dintii frezelor pot avea taisurile principale drepte (fig 11 6, a, e, f, h, k, l etc), sau elicoidale (fig 11 6, b, c, d) în vederea echilibrarii fortelor axiale ce apar în frezele cilindrice destinate frezarii suprafetelor plane de latime relativ mare, acestea se executa uneori în varianta frezelor cilindrice cuplate (fig 11 7) Tot din figura 11 6 rezulta ca frezele se mai pot clasifica si dupa sistemul de prindere pe masinile de frezat, în doua tipuri distincte : freze cu coada (de exemplu frezele din fig 11 6, d, k si 0 —si freze cu alezaj (de — exemplu frezele din figura 11 6, a, b, c) Fig 11 6 Diverse tipuri de freze Fig 11 7 Constructia frezelor cilindrice cuplate Coada se construieste fie conica, fixîndu-se într-o gaura conica (de obicei în sistemul MORSE), cu ajutorul unui sistem surub piulita, de exemplu ca cel prezentat în figura 11 8, fie cilindrica ; în acest caz freza se fixeaza într-o bucsa elastica, asa cum se prezinta în figura 11 9 Frezele cu alezaj se prind pe un dorn cilindric, asigurîndu-se contra rotirii pe dorn cu ajutorul unei pene Un astfel de sistem de prindere este prezentat în figura 11 10 Pentru prelucrarea simultana a mai multor suprafete în trepte se practica adesea utilizarea unui joc de freze, constând în realizarea unui grupaj de mai multe freze cilindrice sau cilindro-frontale de diametre corespunzatoare, montate pe acelasi dorn port — scula, dupa cum se arata în figura 11 11 Majoritatea tipurilor constructive de freze si a elementelor sistemelor de fixare a acestora pe masinile de frezat sunt standardizate PARAMETRII GEOMETRICI Al PARTII ASCHIETOARE Principalii parametri geometrici ai partii aschietoare a frezelor sunt definiti în STAS 577-65 Realizarea acestor parametri asigura o capacitate de aschiere ridicata a frezelor, concretizata în productivitate si calitate buna a prelucrarilor, durabilitate mare a taisurilor si o solicitare minima a masinii Acesti parametri sunt similari cu cei ai cutitului de strung, însa definirea lor se face raportata la un sistem de referinta specific frezelor Dintre parametrii geometrici ai partii active a frezelor cei mai importanti se considera urmatorii : — Unghiul de degajare principal y si cel transversal yt (fig 11 12), masu rate în planul normal pe tais, respectiv în planul normal pe axa frezei Ele repre zinta : unghiul dintre tangenta la urma fetei de degajare si planul axial ce trece prin punctul considerat al taisului si respectiv unghiul dintre tangenta la urma fetei de degajare în punctul considerat de pe tais si raza ce trece prin acelasi punct — Unghiul de asezare normal an si cel principal a, masurate în planele amintite mai sus si reprezentând : primul — unghiul dintre tangenta la urma fetei de asezare în punctul dat al taisului si urma planului tangent la suprafata generata de acel tais, iar al doilea — unghiul dintre tangenta la urma fetei de asezare în punctul considerat al taisului si tangenta în acelasi punct la cercul descris de acesta în miscarea sa de rotatie (fig 11 13) Fig 11 8 Prinderea frezelor pe coada conica : 1 — axul principal al masinii ; 2 — coada frezei ; 3 — surub de strângere ; 4 — contra piulita Fig 11 9 Prinderea frezelor cu coada cilin- drica : I — axul principal al masinii — unelte ; 2 — bucsa elastica (penseta) ; 3 — freza cu coada cilindrica ;i — surub ; 5 — contra piulita Fig 11 10 Prinderea frezelor pe dorn : 1 — freza ; 2 — dorn ; 3 — pana : 4 — bucsa de pozitionare Fig 11 11 Prelucrarea suprafetelor in trepte, cu ajutorul jocului de freze : 1 — freza Nr 1 ; 2 — freza Nr 2 ; 3 — freza Nr 3 Fig 11 12 Parametrii geometrici ai dintilor frezelor — Unghiul de degajare longitudinal y (fig 11 13) Acesta este unghiul masurat într-un plan tangent la suprafata cilindrica coaxiala cu axa frezei si determinat între urma fetei de degajare si o paralela la axa frezei, ce trece prin punctul dat Rezulta ca pentru frezele cilindro-frontale monobloc (fig 11 13) acest unghi este chiar unghiul o, care determina înclinarea taisurilor fata de generatoare cilindrica a suprafetei exterioare a frezei Unghiurile de atac principal x si secundar y lt având o importanta deosebita mai ales la frezele cilindro-frontale (fig 11 13), se masoara într-un plan axial ce trece prin vârful taisului principal aldintelui Ele reprezinta unghiurile proiectiei taisului principal si respectiv a celui secundar pe planul axial mentionat, fata de planul frontal în afara de acesti parametri, frezele se caracterizeaza si prin alte elemente geometrice unghiulare, similare cu cele ale partii active ale cutitelor de strung Printre acestea mentionam unghiul la vârf al taisului (e), unghiul de înclinare al acestuia fata de planul de baza constructiv (X) si altele PARAMETRII REGIMULUI DE ASCHIERE LA FREZARE Principalii parametri ai regimului de frezare sunt urmatorii : viteza de aschiere (viteza miscarii principale de aschiere), viteza de avans (viteza miscarii secundare de aschiere) adâncimea de aschiere si latimea de contact VITEZA DE ASCHIERE Viteza de aschiere v este considerata viteza punctelor de raza' maxima ale taisurilor frezei si se calculeaza cu relatia v =piDr/1000[m/mm], (11 1) în care D este diametrul exterior al frezei, în mm si n este turatia frezei, în rot/min Din relatia 11 1 rezulta ca o freza lucreaza cu viteze de aschiere cu atât mai mari cu cât diametrul ei exterior este mai mare si cu cât turatia ei este mai VITEZA DE AVANS Viteza de avans sm este data de marimea deplasarii relative a piesei prelucrate fata de un punct oarecare de pe axa frezei, într-un minut Ea se exprima deci în mm/min întrucât miscarea de avans este executata de obicei de catre semifabricatul fixat pe masa masinii de frezat, rezulta ca viteza de avans este de regula egala cu viteza de deplasare a mesei respective, depinzând (în cazul general al utilizarii avansurilor mecanice) de caracteristicile tehnice ale masinii Viteza de avans este o marime legata direct de notiunea de productivitate Cu cât viteza de avans este mai mare, productivitatea prelucrarii creste si creste de asemenea lungimea L a suprafetei prelucrate într-un interval de timp t (min) dat : L = smt [mm] (11 2) întrucât în timpul frezarii, într-un minut scula efectueaza n rotatii, în calculul regimurilor de aschiere intervine de foarte multe ori notiunea de marime a avansului pe o rotatie a frezei, sr [mm/rot] De asemenea, este folosita foarte des notiunea de avans pe dinte, sd [mm/dinte], exprimând marimea deplasarii relative a semifabricatului ce se frezeaza, într-un interval de timp egal cu acela dintre intrarea în sau iesirea din materiala doi dinti alaturati între cele trei notiuni exista relatiile : srn ; sr = SaZ ; sn sdZn (11 3) ADÂNCIMEA DE ASCHIERE La frezare, adancimea de culara pe planul de lucru P L Freza cilindrica Fig 11 14 Definirea adâncimii de aschiere si a lungimii de contact : PL — planul de lucru ; t — adlnclmea de aschiere ; t, — lungimea de contact aschiere, l se masoara pe o directie perpendi , conform figurii 11 14 si reprezinta proiectia portiunii taisului principal aflat în contact direct cu aschia, pe aceasta directie LUNGIMEA DE CONTACT Lungimea de contact tj a sculei cu piesa rezulta din aceeasi figura si se defineste ca proiectie a liniei de contact dintre taisurile frezei si piesa de prelucrat, raportata la o rotatie a frezei Ea se masoara în planul de lucru P L DIMENSIUNILE CARACTERISTICE ALE ASCHIEI Variatia principalilor parametri ai regimului de aschiere la frezare determina variatia numarului si a dimensiunii aschiilor detasate în unitatea de timp, deci implicit a productivitatii procesului de aschiere Dimensiunile aschiei detasate din material nu sunt identice cu cele ale aschiei nedetasate înca de taisurile sculei si depind de caracteristicile sculei, de proprietatile materialului prelucrat si de regimul de aschiere Dimensiunile de baza ale aschiei nedetasate sunt latimea si grosimea acesteia, masurate perpendicular pe directia miscarii principale Latimea b a aschiei este dimensiunea aschiei, considerata pe suprafata de aschiere, iar grosimea aschiei (nedetasate) a, este dimensiunea aschiei considerata perpendicular pe suprafata de aschiere Ca si în cazul general, la frezarea cu scule având taisuri drepte si fara racordari se respecta relatia b=t/sinx [mm], (11 4) în care t este adâncimea de aschiere [mm] si x este unghiul de atac principal si, de asemenea, se respecta relatia a = sa sin op sin x [mm], (11 5) în care, în plus, sd este avansul pe dinte [mm/dinte] si op este unghiul dintre directia de avans si directia miscarii principale în functie de latimea si grosimea aschiei, rezulta sectiunea A a acesteia, masurata perpendicular pe directia miscarii principale, A = ab [mm2] (11 6) Aceasta marime influenteaza în mod direct fortele aparute în procesul de frezare si prin urmare, determina o anumita valoare a puterii consumate în procesul de frezare STABILIREA CONDITIILOR DE ASCHIERE LA FREZARE Prin stabilirea conditiilor de aschiere la frezare se întelege stabilirea parametrilor principali ai regimului de aschiere, a dimensiunilor si sectiunii aschiilor îndepartate, stabilirea tipului si caracteristicilor sculelor utilizate, ca si determinarea fortelor de aschiere si a puterii consumate Ia aschiere STABILIREA ADÂNCIMII DE ASCHIERE t Sl A LUNGIMII DE CONTACT tl In unele cazuri aceste marimi sunt strict determinate de particularitalile procesului de frezare Dupa cum rezulta din figura 11 15, la prelucrarea canalelor cu ajutorul frezelor disc, adâncimea de aschiere este egala cu latimea frezei, TABELUL 11 9 Diametre recomandate pentru freze cilindrice elicoidale si freze disc, in mm Lungimea de contract lf [mm] Tipul frezelor Cilindrice elicoidale Disc Latimea frezei B [mm] 50 100 160 10 20 2 5 10 20 50 100 63 80 100 80 100 100 100 100 125 50 63 80 160 250 63 80 100 180 315 Alegerea turatiei apropiate si mai mari decât turatia calculata implica o crestere a vitezei de aschiere si de aici o crestere a productivitatii dar si a consumului specific de scule, raportat la un numar oarecare de piese prelucrate Alegerea unei turatii reale mai mici duce la scaderea productivitatii, dar la cresterea durabilitatii sculelor, conducând la consumuri specifice mai mici de scule si de obicei si la precizii mai mari de prelucrare FORTELE DE ASCHIERE SI PUTEREA CONSUMATA LA FREZÂRE Fortele de aschiere se calculeaza de obicei cu relatii de tip poli tropic, la fel ca si la strunjire, pentru fiecare din componentele fortei rezultante 7? din figura 11 17 Cea mai mare este componenta tangentiala FT, care se poate calcula cu relatia 11 8 iar celelalte componente se pot determina prin înmultirea fortei tangentiale cu un coeficient K = 0,2 1,2, în functie de cazul concret întâlnit Puterea P consumata la frezare se poate aprecia tinând cont de forta rezultanta R si de viteza de aschiere rezultanta vr, sau de forta tangentiala Fp si viteza miscarii principale v : (11 11) 6 120 n] 8 000 unde 7) este randamentul total al masinii Fortele R si Ft sînt exprimate în daN, iar vitezele vr si o sunt exprimate în m/min Este posibil si calculul separat al puterii consumate în lantul cinematic de avans Pa, utilizând într-o relatie similara componenta fortei R pe directia de avans, de exemplu forta orizontala H si viteza de avans sm : p = Hî2- [kW] (11 12) 6 000 EXEMPLU DE STABILIRE A CONDITIILOR DE LUCRU LA FREZARE Se impune alegerea conditiilor de lucru la frezarea unor suprafete plane a 5 piese din otel (OL 50) cu latimea de 60 mm si adaosul de prelucrare de 6 mm rugozitatea suprafetei trebuind sa rezulte de maximum Rmax = 20 um Se prefera prelucrarea dintr-o singura trecere, cu o freza existenta cilindrofrontala, STAS 579-71, având dintii din otel rapid ; diametrul D = 80 mm, Z= 16 dinti Va rezulta : t = 6 mm, tl; = 60 mm, deoarece D > 60 mm Avansul se alege cu diagrama din figura 11 16, la valoarea sj = 2,5 2 5 mm/rot, de unde rezulta sd = — = 0,156 mm/dinte 16 Forta tangentiala, conform relatiei 11 9 si tabelului 11 4 va fi FT = 68 600,83-0,1560 74-6-16-800 86 = 1250 daN Admitând ca avem la dispozitie o masina de tipul FU 32 x 132 A, care are o constructie robusta, nu mai este cazul sa verificam forta de avans necesara Viteza de aschiere rezulta din relatia (11 11) : vec = —— = 17,1 m/ min 2100 33 eoo 3 o,t5Gi> 4 00,1 iqm Turatiile sculei trebuie sa fie conform relatiei (11 1), 1 000 v 1 000-17 1 68 rot/min, ROLUL ECHIPELOR ÎN ORGANIZATIILE MODERNE CUPRINS CAP 1 CONCEPTUL DE ECHIPA SI MUNCA ÎN ECHIPA 3 1 1 Definitii ale conceptului de echipa 4 1 2 Tipuri de echipe, dimensiune, compozitie, mod de alcatuire 5 1 2 1 Tipuri de echipe 5 1 2 2 Dimensiunea echipei, compozitie, mod de alcatuire 10 1 3 Munca în echipa 11 1 4 Sarcini si elemente sociale ale functionarii echipei 12 CAP 2 ÎN CE MASURA FUNCTIONEAZA ECHIPELE? 13 2 1 De ce sa lucram în echipa? 14 2 2 Obstacole în calea lucrului eficient în echipa 16 2 2 1 Pierderea efortului 16 2 2 2 Gradul redus de eficienta în rezolvarea problemelor si luarea deciziilor 17 2 2 3 Creativitate scazuta 18 2 3 Paradoxul lucrului în echipa 19 2 3 1 Ce este o echipa? 19 2 3 2 Cu ce se ocupa echipele ? 20 2 3 3 Cum putem construi echipe eficiente ? 21 CAP 3 FORMAREA ECHIPEI 23 3 1 Etapele dezvoltarii echipei 24 3 2 Personalitate si abilitate 26 3 3 Deprinderile echipei 31 3 3 1 Deprinderi sociale 31 3 3 2 Cunostinte, deprinderi si abilitati (CDA) necesare lucrului în echipa 32 3 4 Diversitatea membrilor echipei 33 3 4 1 Diversitatea legata de sarcina 33 3 4 2 Diversitatea relatiilor: Vârsta, sexul, vechimea echipei, cultura 35 3 5 Implicatiile diversitatii 37 CAP 4 CONDUCEREA ECHIPELOR 38 4 1 Cele trei sarcini ale liderilor echipei 38 4 2 Cele trei elemente ale conducerii unei echipe 40 4 2 1 Conducerea echipei 40 4 2 2 Esenta unei conduceri eficiente 42 4 2 3 Managementul echipei 42 4 2 4 Erorile si avantajele conducerii 45 4 2 5 Favoritismul 46 4 3 Capcane pentru liderii de echipa 50 4 4 Cultivarea abilitatilor de conducere a unei echipe 52 4 4 1 Inteligenta emotionala: dezvoltarea constiintei de sine 53 4 4 2 Adaptarea stilului de conducere în functie de situatie 54 4 5 Echipe cu autoadministrare sau auto-coordonare (echipe auto-dirijate) 55 CAP 5 CONSOLIDAREA ECHIPEI 57 5 1 Tipuri de interventii pentru consolidarea echipei 57 5 1 1 Încalzirea echipei 57 5 1 2 Recapitulari formale regulate 58 5 1 3 Abordarea problemelor cunoscute legate de sarcina 60 5 1 4 Identificarea problemelor 60 5 2 Interventiile legate de procesele sociale 61 CAP 6 PLANUL ECHPEI 61 6 1 Definirea planului echipei 61 6 2 Dimensiunile planului echipei 62 6 3 Elementele planului echipei 64 6 4 Strategii utile pentru echipe 65 6 4 1 Domeniile 65 6 4 2 Mijloacele 66 6 4 3 Diferentiatorii 66 6 4 4 Logica economica 66 6 4 5 Secvente si etape 66 CAP 7 APARTENENTA LA O ECHIPA 66 7 1 1 Interactiunea 67 7 1 2 Moderarea sedintelor 68 7 1 3 Schimbul de informatii 68 7 2 Luarea deciziei în echipa 69 7 3 Tehnica treptelor în luarea deciziilor 72 7 4 Sentimentul de siguranta în echipa 73 CAP 8 ATINGEREA EXCELENTEI ÎN MUNCA ÎN ECHIPA 76 8 1 Gândirea de grup 76 8 2 Imperativul conformarii 77 8 3 Obedienta în fata autoritatii 77 8 4 Mecanismele de aparare ale echipei 78 8 5 Angajamentul de a obtine performante înalte în realizarea sarcinii 79 8 5 1 Concentrarea asupra sarcinii / controversa constructiva 80 8 5 3 Brainstorming-ul negativ 83 8 5 4 Analiza detinatorilor de interese 83 8 6 Influenta grupurilor minoritare în echipa 84 CONCLUZII 86 BIBLIOGRAFIE 87 CAP 1: CONCEPTUL DE ECHIPA SI MUNCA ÎN ECHIPA Introducere La baza societatii, a familiei si a functionarii sociale în general sta modul în care oamenii îmbina efortul si imaginatia pentru a-si îmbunatati calitatea vietii prin atingerea obiectivelor comune Provocarile principale cu care se confrunta omenirea cer raspuns la urmatoarea întrebare: cum anume putem interactiona si coopera eficient în vederea unei vieti mai bune pentru toti oamenii, protejând în acelasi timp resursele planetei? Lumea în are traim evolueaza mult prea rapid, astfel încât nu exista un singur set de prescriptii adecvate Schimbarea este endemica, ceea ce face ca flexibilitatea sa fie o conditie necesara indivizilor, echipelor si organizatiilor pentru a supravietui si a da rezultate Lucrarea îsi propune sa arate ca echipele, ca si indivizii, trebuie sa exploateze cu abilitate potentialul uman, unic si extrem de puternic Putem învata mult prin folosirea constiintei pe care o posedam Spre deosebire de animale, noi suntem capabili sa reflectam asupra experientelor si sa adaptam - în mod constient - ceea ce facem la circumstantele variabile În plus, putem folosi aceasta capacitate în scopul îmbunatatirii functionarii echipei, în loc sa contam pe idei simpliste care se dovedesc inutile în situatiile diverse cu care se confrunta lucrul în grup Abordarea propusa pentru munca în echipa presupune: • recapitularea constanta a obiectivelor; • examinarea atenta a mediului înconjurator; • constientizarea modului de functionare a echipei; • creativitatea, flexibilitatea si promptitudinea în fata schimbarii; • tolerarea ambiguitatii si a diferentei în echipa; • promptitudinea de a accepta nesiguranta odata cu schimbarea Unul dintre motivele pentru care eficienta lucrului în echipa nu rezulta din simple prescriptii este variatia cadrului organizational, de la companii petroliere multinationale la organizatii voluntare, la organizatii pentru sanatate sau armata Mai mult, e de asteptat ca aceia care fac parte din aceste grupari sa aiba personalitati si cunostinte diferite Echipele difera semnificativ si în cadrul organizatiilor, fiind alcatuite tot mai mult din persoane care vin din medii culturale distincte În unele organizatii, echipa depaseste granitele unei tari, având membri care locuiesc în diverse state nationale si care trebuie sa lucreze împreuna eficient In plus, schimbarile legate de conditiile de munca, precum jumatate de norma, timp flexibil, contract sau lucru acasa, contribuie la eterogenitatea echipelor Pe masura ce configuratia si functionarea lor se diversifica din ce în ce mai mult, membrii trebuie sa învete sa reflecteze si sa se adapteze la circumstantele variabile pentru a da rezultate Acesta este mesajul destinat persoanelor care vor ca o echipa sa functioneze eficient 1 1: Definitii ale conceptului de echipa O echipa este o colectivitate de indivizi organizati în vederea îndeplinirii unui scop comun, care sunt independenti si care se identifica de catre ei însisi si de catre alti observatori (persoane) ca echipa Echipele sunt în mod special propice pentru realizarea unor sarcini cu complexitate crescuta si care au mai multe sub-sarcini Echipele exista în cadrul organizatiilor mari Ele nu sunt izolate, ci si interactioneaza atât cu alte echipe din organizatie cât si cu organizatia în sine Echipele reprezinta pentru organizatie singura modalitate de a colecta contributii (inputuri) de la membri ei si de a oferi membrilor organizatiei sensul implicarii în vederea atingerii tintelor organizationale Mai mult, echipele permit organizatiilor sa fie flexibile în repartizarea membrilor la diferite sarcini si proiecte si de asemenea permit ca grupurile trans-functionale sa apara, sa se formeze Pentru a lucra bine în cadrul unei echipe este nevoie de abilitati de colaborarea eficienta Multi oameni de afaceri încearca sa mareasca capacitatea de cooperare a angajatilor lor prin workshop-uri si formare transversala pentru a-i sprijini pe oameni sa munceasca eficient si sa atinga scopurile împartasite Vechile structuri se reformeaza, sunt schimbate Deoarece organizatiile cauta sa devina mai flexibile în fata schimbarilor rapide de mediu si mai sensibile la nevoile clientilor, ele experimenteaza noi structuri, bazate pe echipe Un studiu national intitulat HOW-FAIR si realizat în 2003 a relevat faptul ca americanii gândesc ca “a face parte din echipa” a fost cel mai important factor în progresul obtinut la locul de munca Acest factor a fost plasat în fata altor câtiva factori, inclusiv “meritul si performanta”, “abilitatile de lider”, “inteligenta”, a face bani pentru organizatie” sau “ore de lucru peste program” 1 2: Tipuri de echipe, dimensiune, compozitie, mod de alcatuire 1 2 1 : Tipuri de echipe Exista sase tipuri majore de echipe: informala, traditionala, de tip “rezolvare de probleme” (problem solving), de tip “lider”, auto-coordonata si virtuala 1 Echipele informale: Echipele informale sunt în general formate pentru scopuri sociale Ele pot fi utile în a sprijini angajatii sa îsi urmareasca preocuparile si îngrijorarile colective, comune, ca de exemplu îmbunatatirea conditiilor de lucru Mult mai adesea totusi, aceste echipe se formeaza dintr-un set de preocupari si interese comune, care pot fi sau nu identice cu cele ale organizatiei din care membri echipei fac parte Liderii acestor echipe apar din cadrul membrilor si nu sunt numiti de nimeni din organizatie 2 Echipele traditionale: Echipele traditionale sunt grupurile organizationale privite (considerate) de regula ca departamente sau domenii functionale Liderii sau managerii acestor echipe sunt numiti de catre organizatie si au puteri legitime în cadrul echipei Se asteapta ca echipa sa produca un produs, sa furnizeze un serviciu sau sa îndeplineasca o functie cu care organizatia a mandatat-o 3 Echipele de tip “rezolvare de probleme”: Echipele de tip “rezolvare de probleme” (problem-solving teams sau task forces cum mai sunt numite) se formeaza atunci când apare o problema ce nu poate fi rezolvata în cadrul structurii organizationale standard Aceste echipe sunt în general trans-functionale; acest lucru înseamna ca, membri provin din diferite arii/parti ale organizatiei si sunt însarcinati cu gasirea unei solutii pentru problema respectiva 4 Echipele de tip „lider”: Echipele de tip “lider” sunt în general compuse din manageri adusi la un loc pentru a depasi granitele dintre diferite functii si functionalitati din cadrul organizatiei Pentru ca un produs sa fie livrat pe piata, responsabilii/sefii de la finante, productie, marketing etc trebuie sa interactioneze si sa vina cu o strategie comuna pentru produsul respectiv La nivelul managementului de vârf, asemenea echipe sunt utilizate în dezvoltarea scopurilor si a directiilor strategice ale firmei/companiei ca întreg 5 Echipele auto-coordonate: Echipelor auto-coordonate li se acorda autonomie asupra deciziei legate de modul în care o anumita sarcina va fi efectuata Acestor echipe organizatia le transmite/stabileste un tel, iar ele determina calea prin care sa atinga acel scop De cele mai multe ori nu exista nici un manager sau un lider numit pentru aceste echipe, iar diferentele de statut între membri în cadrul echipei sunt foarte reduse (în cazul în care aceste diferente exista!) Acestor echipe li se permite de obicei sa-si aleaga noi membri, sa decida alocarea sarcinilor în cadrul echipei, si chiar li se poate da responsabilitatea evaluarii membrilor echipei Echipele de genul acesta trebuie sa întruneasca standardele de calitate si sa interactioneze atât cu cumparatorii cât si cu furnizorii, dar pe de alta parte au o mare libertate în determinarea a ceea ce face echipa Echipa este responsabila pentru realizarea proiectului, pentru recrutarea membrilor sai si pentru evaluarea acestora În mod normal, un manager actioneaza ca lider de echipa si este responsabil pentru definirea scopurilor, metodelor si functionarii echipei Totusi, interdependentele si conflictele dintre diferitele parti ale unei organizatii pot sa nu fie vizate/rezolvate într-un model ierarhic al controlului Ideea principala a unei echipe auto-coordonate este aceea ca liderul nu opereaza prin autoritate pozitionala (data de pozitia sa de manager) În abordarea traditionala a rolului managementului, managerul este responsabil de instruire, ghidarea comunicarii, dezvoltarea de planuri, darea de ordine si sarcini, disciplinarea si recompensarea subalternilor, luarea deciziilor, etc – toate acestea în virtutea pozitiei pe care el/ea o detine În modelul organizational al echipei auto-coordonate managerul delega responsabilitatea specifica si autoritatea luarii deciziilor echipei însisi, în speranta ca grupul va lua decizii mai bune decât orice individ Nici managerul nici liderul echipei nu iau decizii în mod independent în aria de responsabilitate delegata Deciziile sunt în mod tipic luate prin consens în cadrul echipelor auto-coordonate de succes, prin vot în cadrul echipelor foarte mari sau formale, si prin dominatie sau huliganism în echipele care nu sunt de succes Echipa ca întreg este responsabila pentru rezultatele deciziilor si actiunilor sale Echipele auto-coordonate opereaza în multe organizatii pentru a administra proiecte complexe care implica cercetare, proiectare, procese de îmbunatatire chiar si rezolvari ale unor aspecte sistemice, în mod particular pentru proiectele trans-departamentale care implica persoane cu niveluri similar de vechime în munca O echipa auto-coordonata are totusi nevoie de sprijin din partea managementului superior pentru a functiona bine Echipele auto-coordonate pot fi independente sau inter-dependente Evident, doar numind un grup de oameni echipa auto-coordonata nu îi si face pe acestia sa fie într-adevar echipa sau sa functioneze auto-coordonat Pentru ca o echipa auto-coordonata sa se dezvolte cu succes, acesteia îi pot fi delegate din ce în ce mai multe domenii de responsabilitate, iar membri echipei ajung astfel sa se bazeze unii pe altii într-un mod semnificativ 6 Echipele virtuale: Tehnologia are impact asupra modului în care echipa functioneaza si în care se desfasoara reuniunile acesteia Dezvoltarea tehnologiilor de comunicare a generat emergenta echipelor virtuale Sistemele care permit organizarea de video-conferinte si forumuri/platforme virtuale de lucru au îmbunatatit abilitatile angajatilor de a se întâlni, conduce afacerile, împarti si utiliza documentele si de a lua decizii fara a se gasi toti în aceeasi locatie Echipele virtuale sunt grupuri de oameni care lucreaza în mod interdependent cu scopuri împartasite dincolo de spatiu, timp si granite organizationale utilizând tehnologia pentru a comunica si colabora Membri unei echipe virtuale pot fi localizati oriunde în lume, se întâlnesc rar fata în fata, pot apartine unor culturi diferite În vreme ce dinamica de baza a altor tipuri de echipe poate fi înca relevanta, dinamica si managementul echipelor virtuale pot fi foarte diferite Aspecte importante pot apare din lipsa indiciilor faciale sau legate de auditoriu (lipsa întâlnirii directe, fata în fata); participantii trebuie crezuti pe cuvânt, chiar si atunci când sunt utilizate facilitatile de video-conferinta Responsabilitatea este influentata atunci când avem de-a face cu o echipa la nivel virtual Fiecare membru al echipei virtuale este responsabil pentru sarcinile proprii dar si ale echipei ca întreg, chiar daca de regula este vorba de o supraveghere minimala în aceste cazuri Factorii cheie pentru succesul unei echipe virtuale sunt formarea eficienta a echipei, încrederea si colaborarea dintre membri acesteia, si o comunicare excelenta Multe echipe virtuale sunt trans-functionale si pot genera noi procese de munca sau de rezolvare a problemelor clientilor În afara de cele sase tipuri de echipe pe care le-am, prezentat anterior, se mai vorbeste adesea de echipe de proiect O echipa folosita doar pentru o perioada definita de timp si pentru un scop separat, concret definit, devine cunoscuta ca echipa de proiect Managerii eticheteaza în mod obisnuit grupuri de persoane ca “echipa” pe baza unei functii comune pe care aceste grupuri o au Membri acestor echipe pot apartine unor grupuri diferite, dar pot primi sarcini si activitati pentru acelasi proiect, permitând astfel celor din afara sa îi considere ca pe o singura unitate Astfel, stabilirea unei echipe înseamna crearea, monitorizarea si alocarea de sarcini unui grup de persoane pe baza unui proiect Într-un context asemanator se poate vorbi si despre echipele sportive, care reprezinta grupuri de persoane care practica un sport împreuna Prin membru se întelege în acest caz toti jucatorii (inclusiv cei care îsi asteapta rândul pentru a intra în joc) cât si suporterii si managerul echipei Echipele mai pot fi clasificate în independente si interdependente (cum am vazut în cazul echipelor auto-coordonate) De regula exista o distinctie clara între aceste doua concepte O echipa interdependenta beneficiaza din cunoasterea din punct de vedere social a celorlalti membri ai echipei, din dezvoltarea încrederii reciproce a membrilor sai si din învingerea provocarilor artificiale Echipele independente considera în mod tipic aceste activitati ca neimportante, ca pierdere de timp indusa de emotii Ele considera benefica formarea intelectuala, legata de locul de munca Cea mai buna metoda de a începe îmbunatatirea functionarii unei echipe independente este adesea o singura întrebare: "Ce-i trebuie fiecaruia pentru a lucra/functiona mai bine?” Caracteristicile care fac o echipa eficienta sunt: • directii si responsabilitati clare; • membri bine informati, inteligenti; • proceduri rezonabile de operare; • relatii interpersonale bune; • succes si esec împartasit cu ceilalti; • relatii externe bune Directii clare însemna ca echipei i s-a dat un scop clar si distinct Echipa poate fi împuternicita sa determine modalitatile de atingere a scopului, dar conducerea (management board) stabileste de regula scopul în momentul formarii echipei Directie clara înseamna totodata ca rezultatele echipei sunt masurabile Responsabilitati clare înseamna ca fiecare membru al echipei întelege ce se asteapta de la el/ea în cadrul echipei Rolurile trebuie sa fie clare si interesante pentru toti membri echipei Fiecare membru al echipei trebuie sa fie în stare sa se bazeze pe ceilalti membri în realizarea rolurilor lor astfel încât echipa sa poata functiona eficient Altfel, unul sau doi membri ai echipei ar putea simti ca ei fac de fapt întreaga munca Acesta este unul din motivele pentru care atât de multe persoane au la început retineri în a se alatura unei echipe Membri bine informati, inteligenti O echipa eficienta va fi compusa din indivizi care detin abilitatile si cunostintele necesare realizarii sarcinilor alocate echipei Cooperarea este esentiala în faza de început în inventarierea abilitatilor si cunostintelor pe care fiecare membru le aduce echipei, si în determinarea manierei în care acele abilitati sa fie utilizate în vederea îndeplinirii sarcinilor echipei Proceduri rezonabile de operare Toate echipele necesita un set de reguli pe baza carora sa opereze Echipele de munca au nevoie de un set de proceduri pentru reuniuni, procesul de decizie, planificare, diviziunea sarcinilor si evaluarea progresului Fixarea si respectarea mai ales a procedurilor ajuta membri echipei sa devina încrezatori unii în altii si asigura comfortabilitatea acestora Relatiile interpersonale Echipele sunt compuse din diversi indivizi, fiecare dintre ei venind în echipa cu setul propriu de valori Acestea genereaza si influenteaza relatiile dintre membri echipei si dintre membri echipei si cei din afara ei (inclusiv organizatia) Am prezentat pâna acum conceptul de echipa si tipurile de echipe Dar trebuie sa mentionez ca un grup în sine nu constituie neaparat o echipa Echipele au în mod normal membri cu abilitati complementare si genereaza sinergie printr-un efort coordonat care permite fiecarui membru sa îsi maximizeze calitatile si sa-si minimizeze slabiciunile Teoreticienii din domeniul afacerilor de la sfârsitul secolului XX au popularizat conceptul de echipe constructive Asupra acestui nou capriciu de management exista opinii care difera Unii vad termenul de « echipa » ca pe un cuvânt din sase litere: supra-folosit si subfolositor Altii îl considera ca un panaceu care realizeaza în sfârsit dorinta miscarii relatiilor umane de a integra ceea ce miscarea percepe ca fiind cel mai bine pentru muncitori si manageri Altii înca mai cred în eficienta echipelor, dar deopotriva le vad pe acestea ca fiind periculoase datorita potentialului de exploatare al muncitorilor pe care îl prezinta – în acel tip de echipa eficienta se poate baza numai pe presiunea generata de superiori si supravegherea din partea acestora superiorilor Încercati sa comparati conceptul de echipaj (care e multa mai structurat), si avantajele parteneriatelor formale si informale 1 2 2 : Dimensiunea echipei, compozitie, mod de alcatuire Dimensiunea echipei si compozitia afecteaza procesele si rezultatele Dimensiunea optima (si compozitia) echipei trebuie dezbatuta / analizata si va varia functie de sarcinile de realizat Cel putin un studiu legat de rezolvarea de probleme în grupuri a demonstrat ca dimensiunea optima a grupului este de patru membri Alte lucrari estimeaza o dimensiune optima a grupului de 5-12 membri Mai putin de 5 membri ar genera perspective reduse si creativitate diminuata Un numar mai mare de 12 membri duce la cresterea starii conflictuale si la un potential crescut de formare a sub-grupurilor Unii dintre autori sugereaza ca, cu cât grupul este mai mare, cu atât mai bine, si justifica acest aspect prin aceea ca un grup mai mare este capabil sa se adreseze problemelor si preocuparilor din întregul sistem Deci în timp ce grupul ar putea fi ineficient la rezolvarea unei sarcini date, Cooperrider insista sa fie luata în considerare relevanta acelei sarcini: “eficient la ce anume?” Referitor la compozitie, toate echipele prezinta un elemente de omogenitate si eterogenitate Cu cât grupul este mai omogen cu atât va fi mai coeziv Cu cât grupul este mai eterogen, vor fi mai mari diferentele de perspectiva si va creste potentialul de creativitate, dar totodata creste si potentialul de aparitie a conflictelor Întrucât în cadrul unei echipe membri echipei au în mod normal diferite roluri (de exemplu lider de echipa sau agenti în echipa), echipele mari se pot diviza în sub-echipe conform nevoilor pe care acestea le au 1 3: Munca în echipa Munca în echipa este un conceptul care descrie oameni care lucreaza împreuna, într-o maniera cooperanta, în diverse domenii ca într-o echipa sportiva Proiectele impun adesea ca oamenii sa lucreze împreuna pentru realizarea unui obiectiv comun; asadar, munca în echipa este factorul cel mai important în majoritatea organizatiilor Munca în echipa reprezinta abilitatea echipei de a lucra împreuna eficient pentru atingerea unor obiective comune organizationale si este esentiala pentru succesul afacerii De aceea organizatiile cauta permanent sa îmbunatateasca performantele echipei Organizatiile urmaresc sa creeze si sa sprijine echipe cu performante cât mai ridicate, apte sa înteleaga obiectivele afacerii organizatiei si sa contribuie astfel la succesul organizational Legat de munca în echipa exista si conceptul de team building (construirea echipei) Team building se refera în general la selectarea si motivarea echipelor orientate catre rezultat, sau mai exact la auto-evaluarea grupului în teoria si practica dezvoltarii organizationale Când o echipa în contextul unei dezvoltari organizationale intra într-un proces de autoevaluare pentru a masura propria eficienta si deci pentru a-si îmbunatati performanta, se poate argumenta ca ea se angajeaza în team building, desi aceasta poate fi considerata ca fiind o definitie foarte restrânsa Procesul de team building include: • clarificarea scopurilor si construirea dreptului de proprietate în cadrul echipei; • identificarea inhibitorilor muncii în echipa si eliminarea sau depasirea lor, sau daca acestia nu pot fi eliminati, atenuarea efectelor lor negative asupra echipei Pentru a se auto-evalua, o echipa trebuie sa foloseasca feedback-ul pentru a determina: • punctele sale forte ca echipa; • slabiciunile sale Pentru a-si îmbunatati performantele actuale, o echipa utilizeaza feedback-ul din evaluarea echipei în vederea: • identificarii oricarei diferente dintre starea dorita, asteptata si cea reala; • elaborarii unei strategii de eliminare, anulare a acestor diferente În abordarea stiintifica a conceptului de echipa si munca în echipa exista si critici la adresa muncii în echipa Exista astfel o serie de dezbateri privitoare la caracteristicile negative ale muncii în echipa În industrie si servicii spre exemplu, deplasarea catre munca în echipa a condus la cresterea presiunii din partea “superiorului”, a managementului performantei si la un stres crescut Controlul managementului este vazut de catre critici ca fiind revigorat prin transferul dimensiunii disciplinare a managementului catre angajati si membri echipei însisi Aceste studii arata deopotriva cum membri echipe exercita o presiune unii asupra altora pentru a lucra mai mult Literatura de specialitate îsi pune întrebari chiar si asupra dominatiei unora asupra altora, huliganismului si supravegherii în asemenea contexte Toate aceste aspecte au condus la o dezbatere asupra reglementarii muncii în echipa si asupra nevoii de stabilire a unor reguli si proceduri clare privind atât dezvoltarea acesteia cât si limitele 1 4: Sarcini si elemente sociale ale functionarii echipei Exista doua dimensiuni fundamentale ale functionarii echipei: sarcina pe care aceasta trebuie sa o duca la bun sfârsit si factorii sociali care influenteaza relatia dintre membri si echipa vazuta ca unitate sociala Motivul principal pentru crearea echipelor în cadrul organizatiilor este convingerea ca acestea pot îndeplini sarcini si obiective organizationale mai eficient decât prin munca individuala Pentru a întelege în ce consta lucrul în echipa, este necesar sa avem în vedere continutul sarcinii, strategiile si procesele întrebuintate de membrii echipei în scopul realizarii ei În acelasi timp, trebuie sa tinem cont de faptul ca echipele pot fie sa-i ajute, fie sa-i împiedice pe membrii lor în rezolvarea diverselor probleme emotionale, sociale sau a altor nevoi umane pe care le au Pentru a da randament, indivizii trebuie sa se concentreze asupra obiectivelor, sa analizeze regulat posibilitatile de a le atinge ca si metodele de lucru în grup, activitate care poarta numele de reflexivitate a sarcinii Simultan, pentru a promova bunastarea membrilor sai, echipa trebuie sa reflecteze asupra modului în care le poate asigura sprijin sau atenua conflictele si sa determine climatul social general al grupului, altfel spus reflectia sociala Scopul analizelor respective este acela de a oferi modalitati concrete de schimbare a obiectivelor echipei, a metodelor de lucru sau a functionarii sociale în vederea maximizarii eficientei echipei Mai mult, echipele trebuie evaluate în raport cu inovatia pe câte o sustin (introducerea unor produse si servicii noi si perfectionate) si nivelul de cooperare dintre echipe Eficienta echipei are trei componente principale: 1 Eficienta legata de sarcina reprezinta masura în care echipa reuseste sa atinga obiectivele referitoare la sarcina pe care o are de îndeplinit 2 Satisfactia membrilor indica sanatatea mentala (de exemplu, gradul de stres), progresul si perfectionarea membrilor echipei 3 Viabilitatea echipei desemneaza probabilitatea ca membrii echipei sa lucreze împreuna în continuare în mod eficient Cele doua aspecte ale functionarii echipei - reflexivitatea sociala si cea asupra sarcinii - influenteaza direct cele trei rezultate principale ale activitatii ei: eficienta legata de sarcina, sanatatea mentala a membrilor si viabilitatea grupului CAP 2: ÎN CE MASURA FUNCTIONEAZA ECHIPELE? Viata, munca si jocul în societatea umana presupun cooperarea cu ceilalti În cadrul grupurilor si organizatiilor ne exprimam atât identitatea colectiva, cît si individualitate Experienta comuna de a trai si munci împreuna ne leaga unii de altii si de predecesori Progresele uimitoare ale omenirii se datoreaza tocmai faptului ca oamenii au învatat sa lucreze împreuna Aceste realizari extraordinare au fost, în cele mai multe cazuri, realizate de echipe si de echipe formate din echipe Lucrând împreuna, facem mult mai mult decât pe cont propriu Acesta este principiul sinergiei grupului: contributia întregului grup este mai mare decât suma contributiilor individuale ale membrilor În ziua de azi, ne confruntam cu cerinte noi care fac munca în colaborare a echipei indispensabila si stimulatoare Pentru a rezista presiunilor pietei globale, organizatiile trebuie sa renunte la structurile ierarhice rigide în favoarea unor formatiuni organice mai flexibile Echipele produc si comercializeaza bunuri, rezolva problemele legate de productie si introduc strategii corporative Managerii experimenteaza participarea, organizatiile cu angajament serios, echipele cu auto-coordonare, cooperarea condusa de angajati si programe de recompensare Toate aceste inovatii presupun lucrul în echipa în vederea realizarii obiectivelor organizationale principale Nu individul, ci grupul este vazut tot mai mult ca unitatea de baza a organizatiilor Munca în echipa depaseste granitele organizationale si nationale Multi producatori se asociaza cu furnizorii pentru maximizarea calitatii, reducerea costurilor si perfectionarea continua Piata globala impune din ce în ce mai mult formarea aliantelor internationale Producatorii de masini din America si Japonia si alti concurenti traditionali au dezvoltat o larga varietate de strategii cooperative Persoanelor apartinând unor organizatii si natiuni distincte, provenind din medii culturale diferite si având statut inegal li se cere tot mai des sa colaboreze De asemenea, echipe din organizatii comerciale se alatura celor universitare în scopul promovarii unor inovatii provocatoare, utile si radicale (West, Tjosvold si Smith, 2003) Cercetarile din diverse domenii de activitate care implica efort uman arata ca lucrul în echipa poate duce la cresterea eficientei sau a eficacitatii (Weldon si Weingart, 1994) Stabilirea unor scopuri colective si antrenamentul în echipa prevazute în studiile de protectia muncii duc, de asemenea, la cresterea precautiei în timpul lucrului 2 1: De ce sa lucram în echipa? De ce în organizatiile moderne oamenii lucreaza în echipe si cum anume putem dovedi eficienta acestora? Formarea grupurilor de oameni care sa lucreze în moduri coordonate, în vederea realizarii obiectivelor ce contribuie la telul principal al organizatiilor, a devenit tot mai stringenta odata cu marirea dimensiunilor si a complexitatii structurale a acestora Încercarea de a coordona activitati individuale în cadrul unor astfel de organizatii este similara construirii unui castel din fire separate de nisip Motivele pentru introducerea lucrului bazat pe echipa în organizatii sînt urmatoarele: • Echipele pun cel mai bine în aplicare strategiile organizationale, datorita nevoii de concordanta între variatia rapida a mediului, strategie si structura Având structura plana, organizatiile bazate pe echipe actioneaza prompt si eficient în conditiile unui mediu schimbator, atât de des întâlnit în zilele noastre (Cohen si Bailey, 1997) • Echipele faciliteaza organizatiilor fabricarea si livrarea produselor, precum si acordarea serviciilor în mod rapid si profitabil Ele pot lucra mai repede si mai eficient atunci când membrii muncesc în paralel si interdependent, spre deosebire de ritmul mai lent al indivizilor care lucreaza în serie • Datorita echipelor, organizatiile învata (si retin) mai eficient Chiar daca cineva paraseste echipa, cunostintele acumulate de aceasta se pastreaza De asemenea, membrii învata unul de la celalalt pe parcursul lucrului în echipa • Echipele multifunctionale promoveaza managementul de înalta calitate Combinând diversele perspective ale membrilor, hotarârile sînt luate într-un cadru mai cuprinzator, pentru ca membrii dezbat idei si decizii cu privire la modul optim de furnizare catre clienti a produselor si serviciilor Utilizata în mod adecvat, diversitatea duce la o înalta calitate în luarea deciziilor si în inovatii (West 2002) • Echipele multifunctionale pot suferi schimbari radicale Perspectiva larga oferita de aceste grupuri face posibila problematizarea si integrarea propunerilor variate, ceea ce da posibilitatea echipelor sa punt în discutie principalele premise si sa aplice schimbari radicale pentru îmbunatatirea produselor, serviciilor sau modalitatilor de lucru • Se economiseste timp daca activitatile efectuate înainte pe rând, de indivizi, sînt executate simultan în echipa • Organizatiile bazate pe echipe promoveaza inovatia datorita schimbului de opinii • Organizatiile cu structura plana pot fi coordonate si conduse mai eficient daca unitatea functionala este echipa, si nu individul • Pe masura ce organizatiile au devenit mai complexe, si cerintele cu privire la procesarea informatiei sînt din ce în ce mai sofisticate; spre deosebire de indivizi, echipele asigura integrarea si asocierea în scopul procesarii eficiente a informatiei în cadrul structurilor elaborate ale organizatiilor moderne • Analiza rezultatelor din 131 de studii referitoare la schimbarea organizationala a aratat ca interventiile cu efectele cele mai ample asupra performantei financiare sînt cele vizând dezvoltarea echipei sau formarea grupurilor de lucru autonome (vezi Macy si Izumi, 1993) • Schimbarea este eficienta atunci când au loc transformari multiple simultan în tehnologie, în sistemul de management al resurselor umane si în structura organizationala, iar lucrul în echipa este deja pus în aplicare sau constituie el însusi un element al schimbarii • Applebaum si Batt (1994) au analizat 12 cercetari la scara larga si 181 de studii de caz legate de practica manageriala Concluzia a fost ca munca bazata pe echipe îmbunatateste performanta organizationala atât în privinta eficientei, cît si a calitatii • Personalul care lucreaza în echipa a marturisit cresterea nivelului de implicare si angajament, iar studiile indica, de asemenea, o rata mai mica de stres decât în cazul muncii individuale • Creativitatea si inovatia sînt promovate în organizatiile bazate pe echipe prin intermediul schimbului de opinii (vezi West, Tjosvold si Smith, 2003) Desi toate motivele enumerate mai sus sustin munca în echipa, aceasta nu functioneaza întotdeauna Simpla numire a unui departament dintr-o organizatie „echipa" nu conduce la munca în echipa Dimpotriva, poate reduce eficacitatea, inovatia si satisfactia Ni se cere sa ne însusim strategiile lucrului în echipa în timp ce sistemele noastre educationale pun accent aproape exclusiv pe munca individuala Exista, de asemenea, multe obstacole împotriva lucrului eficient în grup, pe care membrii trebuie sa le depaseasca sau sa le evite, daca intentioneaza sa obtina sinergia, adica avantajul muncii în echipa mai presus de lucrul individual (Brown, 2000) 2 2: Obstacole în calea lucrului eficient în echipa 2 2 1 : Pierderea efortului În anii 1890, inginerul agronom francez Max Ringelmann a cercetat în ce masura lucrul individual este mai eficient decât cel în echipa Ca atare, le-a cerut studentilor de la agronomie sa traga de o sfoara la care era legat un dinamometru si a masurat forta cu care acestia au tras Un student poate actiona singur o forta de 850 de newtoni Deci însumând forta cu care sapte persoane actioneaza fiecare individual, obtinem valoarea totala de 850 x 7 = 5950 de newtoni Apoi cei sapte studenti au fost pusi sa actioneze în echipe de câte sapte si s-a masurat ca o astfel de echipa actioneaza, în medie, cu 4500 de newtoni S-a aratat, astfel, ca echipa efectueaza doar 75% din suma muncii individuale însumate de la sapte indivizi (Kravitz si Martin, 1986) Alte sarcinii au fost în genul „jocurilor cu 20 de întrebari" Este selectat un anumit obiect, iar jucatorii trebuie sa îl ghiceasca prin 20 de întrebari la care se poate raspunde doar cu „da" sau „nu" Echipele au dat rezultate putin mai bune, însa într-un timp mult mai lung Indivizilor le-a luat în medie aproximativ cinci minute de persoana sa gaseasca solutia corecta, iar grupurilor de câte doi le-au trebuit sapte minute (de fapt 3,5 minute de persoana) si celor de patru - 12 minute (adica un timp real de trei minute de persoana) În ceea ce priveste probabilitatea descoperirii solutiilor corecte, nu s-au constatat diferente între echipele de doua persoane si cele de patru (Shaw, 1932) Ele se datoreaza fenomenului numit de psihologi „lenea sociala" (Rutte, 2003) Indivizii lucreaza uneori mai putin intens atunci când eforturile lor sînt combinate cu ale altora decât atunci când sînt singuri Cei a caror munca este mai dificil de identificat si evaluat din cauza rolului pe care îl au în grup depun mai putin efort Aceasta nu înseamna însa ca tot ce avem de facut este sa-i identificam pe „lenesii sociali" Faptul ca oamenii muncesc mai putin în echipa decât daca sînt singurii responsabili pentru rezultatele prevazute reprezinta mai degraba o caracteristica a comportamentului uman, mai ales în conditiile în care sarcina în sine nu îi motiveaza sau nu au un sentiment puternic al coeziunii grupului Prin urmare, distributia egala a muncii în echipa afecteaza gradul de efort exercitat de membri pentru echipa Aceste dificultati constituie adevarate probleme pentru cei ce lucreaza în grup si pun în discutie ipoteza comuna daca munca indivizilor în grup duce la „sinergie", adica faptul ca echipa da randament nai mare decât suma contributiilor individuale ale membrilor În astfel de cazuri, 1+1+1+1+1 nu este neaparat egal cu cinci; deseori, 1+1+1+1+1 este egal cu trei sau chiar mai putin! Steiner (1972) sustine ca eficienta grupului este explicabila daca separam productivitatea potentiala de cea reala si distanta dintre ele Aceasta din urma se datoreaza, spune el, „pierderilor de pe parcurs", cum ar fi problemele de coordonare si comunicare Vom identifica în continuare câteva dintre pierderile respective care afecteaza productivitatea echipei 2 2 2 : Gradul redus de eficienta în rezolvarea problemelor si luarea deciziilor Justificarea performantei reduse a grupului prin lenea sociala ne ajuta sa întelegem unele dificultati întâmpinate de echipe Cu toate acestea, fenomenul amintit nu explica faptul ca luarea deciziilor de grup este, uneori, total eronata De exemplu, Maier si Solem (1962) au cerut unor grupuri sa rezolve niste probleme de matematica Ei au format în mod deliberat echipe cu câte un individ care stia sa rezolve exercitiile Totusi, au constatat surprinsi ca multe grupuri nu au gasit solutia corecta De ce? Desi suntem înclinati sa credem ca echipele sunt logice si rationale, ele sunt puternic influentate de consideratii ierarhice Coordonatorii echipei tind sa aiba o autoritate mai mare în luarea deciziilor, indiferent ca au sau nu dreptate În plus, personalitatile dominante din grupuri exercita o influenta disproportionata asupra rezultatelor Cercetatorii au sugerat ca luarea deciziei de grup în medii experimentale este, în general, superioara hotarârii unui membru obisnuit, dar adesea inferioara celei apartinând individului celui mai competent Situatia este oarecum diferita în organizatiile reale, dar capcanele luarii deciziei de grup sînt aceleasi 2 2 3 : Creativitate scazuta Primele studii care au comparat eficienta brainstorming-ului individual sau colectiv presupuneau crearea de grupuri „statisticizate" si „reale" Grupurile „statisticizate" (grupuri de oameni care nu au lucrat niciodata împreuna, dar a caror performanta este data de suma statistica a eforturilor individuale) erau alcatuite din cinci persoane care munceau în încaperi separate si carora li s-au acordat cinci minute ca sa gaseasca diverse utilizari ale unui anumit obiect Rezultatele lor au fost apoi adunate, eliminându-se ideile redundante, provenite de la indivizi diferiti Grupurile reale de cinci persoane au lucrat împreuna cinci minute, generând cât mai multe idei si respingând eventuale critici Grupurile statisticizate au obtinut, în medie, 68 de idei, iar cele reale doar 37 de idei (Diehl si Stroebe, 1987) Aceasta concluzie fost confirmata de peste 20 de studii realizate începând cu 1958 Suma ideilor lansate de indivizii care lucrau singuri este mai mare decât în cazul grupurilor Pe de alta parte, multi manageri sustin ca ideile propuse de echipe sînt calitativ superioare Totusi, cercetarile nu ajung la aceasta concluzie Majoritatea evaluarilor indica faptul ca cei care muncesc pe cont propriu au un numar mai mare de sugestii bune, si nu exista nici o dovada care sa ateste contrariul Pe scurt, indivizii care lucreaza singuri produc mai multe idei, cel putin la fel de calitative precum cele produse în cadrul brainstorming-ului în grup (Paulus, 2000) Având în vedere blocajul productiei si alti factori care pot inhiba brainstorming-ul în grup, exista trei motive importante pentru a lucra în echipa atunci când este nevoie de idei si de modalitati noi de a face lucrurile • Primul se refera la faptul ca membrii „reali", si nu experimentali, au experienta considerabila în domeniul respectiv În cazul asistentei medicale primare, persoanele implicate au pregatire în asistenta medicala, medicina si asistenta sociala, contribuind, împreuna, prin vasta experienta, la deciziile echipei E importanta cooptarea lor în procesul de brainstorming, deoarece experienta vasta a indivizilor devine o resursa deosebit de semnificativa • Al doilea motiv este importanta participarii Implicarea tuturor celor afectati de schimbarea organizationala în fenomenul de transformare este vitala pentru obtinerea devotamentului si diminuarea rezistentei (Heller, Pusic, Strauss si Willpert, 1998) În plus, lucrul în echipele de brainstorming încurajeaza angajarea participantilor în activitatea respectiva, mai ales când este vorba de idei pentru schimbare • În al treilea rând, multi membri sustin ca este mai amuzant sa practice brainstorming-ul în grup si ca tocmai râsul si umorul care rezulta pot stimula creativitatea În ciuda acestor argumente, cercetarile arata ca putem modifica desfasurarea procesului daca dorim sa oprim efectul de blocaj al productiei Membrii echipei ar trebui sa caute idei pe cont propriu si, apoi, sa le discute împreuna Astfel, fiecare ar avea sansa de a-si prezenta toate ideile înaintea evaluarii si selectiei Un rezultat important în educatie este acela ca, daca învatarea este instituita ca proces cooperativ (ceea ce presupune ca studentii sa lucreze împreuna pentru un obiectiv comun), interactiunea membrilor poate ridica nivelul performantei, atât în cazul grupului, cît si al indivizilor mai slab pregatiti Valoarea motivationala a sarcinii echipei, sentimentul identitatii de grup si cultura nationala pot influenta semnificativ pierderile sau câstigul în productivitate 2 3: Paradoxul lucrului în echipa Exista dovezi clare cu privire la eficienta lucrului în grup pentru performanta organizationala, dar, pe de alta parte, echipele pot da rezultate mai slabe sau mult mai bune decât suma muncii individuale (mai ales în cercetarea experimentala) în functie de efortul depus, de calitatea luarii deciziilor si de creativitate 2 3 1 : Ce este o echipa? Exista multi termeni care descriu munca în grup în cadrul organizatiilor (de exemplu, echipe de proiectare, grupuri de lucru, echipe de îmbunatatire a calitatii) si felul în care îsi desfasoara activitatea (cu administrare autonoma, cu ghidare autonoma, cu reglare autonoma, semi-autonom, autonom, cu autoconducere, echipe autorizate) Acestia pot genera confuzii în organizatii atunci când se discuta si se introduce lucrul bazat pe echipa Grupul de lucru este colectivul de persoane implicate în organizatii ce îndeplinesc sarcini în vederea realizarii obiectivelor organizatiei din care fac parte Ele au aceleasi obiective globale de lucru, autoritatea necesara, autonomia si resursele cerute de scopurile propuse Munca indivizilor îi afecteaza semnificativ pe cei din afara sau din interiorul organizatiilor Membrii echipei depind în mare masura unul de celalalt în privinta performantei; ei se percep ca fiind un grup, iar ceilalti îi privesc ca atare Trebuie sa lucreze uniti, interdependent, si sa se sustina reciproc pentru a atinge obiectivele echipei, având roluri bine definite si unice Rareori sînt mai mult de 10 (desi numarul membrilor reprezinta un factor important în întelegerea succesului sau esecului echipelor) De asemenea, organizatia din care fac parte îi vede ca pe o echipa Membrii grupului îsi distribuie obiectivele în functie de ceea ce face fiecare, beneficiaza de autonomie si control reale, astfel încât pot lua deciziile necesare cu privire la atingerea obiectivelor fara a cere permisiunea altei autoritati manageriale În plus, au obligatii si raspunderi, inclusiv controlul bugetului Membrii depind neaparat unul de celalalt si trebuie sa interactioneze pentru a îndeplini sarcinile comune Ei au o identitate organizationala ca grup si o functie organizationala bine definita În sfârsit, echipa nu este suficient de mare pentru a fi numita pe drept cuvânt organizatie, care are o structura interna cu relatii verticale si orizontale concretizate în sub-grupuri În practica, aceasta înseamna ca o echipa are între 3 si 14 membri (ideal ar fi sa nu depaseasca 6-8) Exista multe tipuri de echipe în organizatii: • Echipe de consiliere si implicare, de exemplu, comitete de luare a deciziilor manageriale, cercuri de control al calitatii (CC), grupuri de implicare a personalului • Echipe de servicii si productie, de exemplu, echipe de asamblare; echipe de întretinere, constructie, exploatare miniera si transport aerian comercial; echipe departamentale; echipe de vânzare si de îngrijire a sanatatii • Echipe de proiectare si dezvoltare, de exemplu, echipe de cercetare, echipe de confectionare a unor noi produse, echipe de softuri • Echipe de interventie si negociere, de exemplu, unitati militare, echipe operatorii si echipe sindicale de negociere Acestea difera în urmatoarele trasaturi-cheie: - gradul de permanenta - accentul pus pe dezvoltarea abilitatii/competentei - adevarata autonomie si influenta - nivelul sarcinii de la rutina la strategie 2 3 2 : Cu ce se ocupa echipele ? Singura ratiune de a înfiinta o echipa este îndeplinirea unei sarcini, atingerea unor obiective Pentru a analiza în ce masura anumite sarcini sînt potrivite pentru munca în echipa în cadrul organizatiilor pot fi utilizate urmatoarele aspecte: - Completivitate - adica, sarcini complete, nu pur si simplu montarea pivotului la roata de masina, ci asamblarea întregului sistem de transmisie, cu tot cu roti - Cerinte variate - sarcina presupune multiple competente stapânite de diversi indivizi - Necesitatea interdependentei si interactiunii - sarcina presupune cooperarea, comunicarea, schimbul de informatii si dezbaterea deciziilor cu privire la metoda cea mai eficienta de lucru - Semnificatia sarcinii - contributia importanta a sarcinii la atingerea scopurilor organizationale sau la dezvoltarea societatii în general - Oportunitatea de a acumula noi cunostinte - asigura membrilor sansa de a-si îmbunatati sau extinde deprinderile si cunostintele - Posibilitati de executare a sarcinii - sarcina poate fi executata astfel încât sa constituie o provocare pentru membri, cerându-le mai multa responsabilitate si deprinderea unor noi aptitudini pe parcurs - Autonomie - gradul de libertate pe care îl au echipele cu privire la felul în care îsi fac treaba, de la ceva neînsemnat precum momentul pauzelor de lucru, la luarea deciziilor referitoare la noi produse sau alt personal Vom examina atent problema autonomiei, pentru ca aici s-a constatat frecvent esecul în introducerea muncii echipa Multe organizatii procedeaza astfel - creeaza echipe fara a le acorda autoritatea de a lua hotarâri, de a le pune în practica si de a face schimbari radicale Mai mult, ierarhia organizationala rareori se modifica În consecinta membrii nu reusesc sa se ridice la nivelul asteptarilor si îsi pierd încrederea în acest tip de colaborare, care nu pare sa fie mai mult decât o idee confortabila ce ne învata sa ne sprijinim reciproc Gradul de autonomie reflecta influenta echipei asupra: • formularii scopurilor - ce si cât trebuie sa produca echipa; • locului de munca si a numarului de ore (când sînt necesare ore suplimentare si când angajatii pot pleca acasa); • alegerii unor activitati dincolo de sarcina impusa; • selectionarii metodelor de productie; • distributiei interne a responsabilitatilor în cadrul echipei; • componentei echipei (care si câti indivizi vor lucra); • modalitatii de executare a sarcinii 2 3 3 : Cum putem construi echipe eficiente ? Indicatii precise pentru înfiintarea unei echipe eficiente, obtinute în urma cercetarii: 1 Echipele trebuie sa aiba de executat sarcini interesante Indivizii vor lucra mai intens daca sarcinile impuse îi motiveaza, fiind interesante, provocatoare si placute în acelasi timp Atunci când sarcina este interesanta, indivizii devin mult mai angajati, mai motivati si mai cooperativi în îndeplinirea ei Aceasta presupune desemnarea foarte atenta a obiectivelor si a sarcinilor echipelor 2 Indivizii trebuie sa simta ca au un rol important în soarta echipei Fenomenul de lene sociala apare mai ales când indivizii cred ca nu au o contributie semnificativa la realizarea sarcinii O modalitate de a-i face pe membri sa se simta importanti pentru echipa este utilizarea strategiilor de negociere si clarificare a rolului Examinarea atenta a îndatoririlor fiecarui participant si identificarea obiectivelor individuale si de echipa fac ca membrii sa înteleaga si sa demonstreze celorlalti contributia personala la succesul echipei 3 Indivizii trebuie sa aiba de executat sarcini interesante Sarcinile individuale trebuie sa fie semnificative si sa aduca satisfactii La fel cum pentru o echipa este important sa aiba o sarcina interesanta de realizat, tot asa si membrii vor depune mai mult efort, vor fi mai creativi si mai dedicati daca sarcinile individuale sînt captivante si provocatoare 4 Contributiile individuale trebuie sa fie indispensabile, unice si evaluate în conformitate cu un standard Investigarea fenomenului de lene sociala indica faptul ca acesta este rar întâlnit atunci când oamenii îsi percep contributia ca fiind indispensabila performantei întregii echipe La fel de important este ca si munca individuala sa fie supusa evaluarii Indivizii trebuie sa simta nu doar ca munca lor este indispensabila, ci si ca realizarile lor sînt vizibile pentru ceilalti 5 Trebuie sa existe obiective clare de echipa însotite de feedback în vederea atingerii performantei Din aceleasi motive pentru care este important ca indivizii sa aiba scopuri clare si feedback asupra activitatii, este vital ca si întreaga echipa sa aiba acces la aceste aspecte Cercetarile arata ca performanta este ridicata atunci când oamenii primesc sarcini precise (Locke si Latham, 1991) Totusi, obiectivele constituie un factor de impulsionare daca se asigura si feedback Eficienta echipei depinde de un numar de factori psihologici care pot fie inhiba, fie stimula performanta: • Fenomene subtile precum lenea sociala, efectele ierarhiei si diferentele de personalitate pot constitui un obstacol puternic în calea performantei • În cadrul sistemelor organizationale, echipele sînt create si puse la lucru fara a li se asigura functionarea eficienta • Cele mai importante elemente de management al echipei sînt precizarea obiectivelor individuale si de echipa, precum si planificarea sarcinii • Simultan, trebuie sa existe feedback clar si adecvat referitor la performanta în timp, pentru a asigura eficienta echipei Activitatea echipei este complexa si avem nevoie de indicatii practice bazate pe întelegerea stiintifica si aplicata a proceselor întâlnite în echipa pentru a asigura functionarea optima a acesteia CAP 3: FORMAREA ECHIPEI „Când joci într-o echipa mare, nu conteaza cât de bune e fiecare ci cât de bine colaboreaza si îsi întelege stilul si miscarile Este vorba despre modul intuitiv de coordonare a miscarilor” „Talentul în echipa este uimitor Individual, participantii pot fi extraordinari, dar dintr-un motiv oarecare, nu pot lucra împreuna Probabil ca exista prea multe „primadone” în echipa” „Este vorba despre gasirea combinatiei magice, acel amestec de experienta si deprinderi care îmbina maturitatea, energia, hotarârea si creativitatea Este ca un balet care încânta privirea” Aceste cuvinte ale membrilor din diverse echipe sportive ar putea fi rostite la fel de bine de cei din grupurile de lucru, aratându-ne ca trebuie sa fim foarte atenti atunci când formam echipe De obicei, indivizii sînt recrutati si selectati sa lucreze împreuna pentru ca poseda deprinderile si experienta cerute de anumite aspecte ale sarcinii de executat În cazul unei echipe principale de management dintr-o organizatie de productie, directorii cauta sa angajeze manageri foarte bine pregatiti pentru productie, pentru departamentul de resurse umane, finante, resurse si dezvoltare, marketing Acest lucru este, bineînteles, la fel de firesc ca examinarea gradului de competenta al candidatilor cu privire la lucrul eficient în echipa De vreme ce nu toti pot fi la fel de potriviti pentru acest gen de munca, trasaturile personale si preferintele trebuie luate în calcul la alegerea membrilor Pe lânga acestea, mai sînt si caracteristicile particulare ale lucrului în grup, precum si deprinderile asociate cu un comportament mai complex Al treilea citat indica faptul ca trebuie sa reflectam si asupra configuratiei echipei În cazul persoanelor individualiste, echipa nu va avea succes, desi sînt talentate, temperamentale si creative Pe de alta parte, daca grupul e compus din lideri autoritari, cel mai probabil rezultat va fi ostilitatea fata de acestia Contextul echipelor impune luarea în considerare a diversitatii inclusiv atribute vizibile precum sexul si vârsta, ca si cele mai putin vizibile cum ar fi principii, talent, statut social, background, educatie si (extrem de important într-o societate multiculturala) cultura societala Problemele care apar în înfiintarea unui grup difera foarte mult de cele pe care le întâlnim în perioada maturitatii acestuia Întelegerea felului în care trebuie sa întemeiem echipe presupune întelegerea faptului ca procesele variaza în functie de stadiile dezvoltarii si ca starea initiala necesita mai multa atentie Ca orice alta forma de viata, grupurile se dezvolta si se modifica, iar ceea ce e semnificativ la un moment dat în evolutia lor este înlocuit mai târziu de noi influente Indiferent ca este vorba de oameni, plante sau planete, trebuie sa le analizam dezvoltarea pentru a le întelege 3 1: Etapele dezvoltarii echipei Modelul cel mai cunoscut si mai raspândit de evolutie a echipei (Tuckman, 1965) presupune cinci stadii: 1 Formarea; 2 Etapa de agitatie; 3 Normarea; 4 Etapa de functionare; 5 Întreruperea activitatii Formarea: un grad considerabil de anxietate apare deseori la acest nivel Membrii echipei pun întrebari care reflecta interesul cu privire la rolurile atribuite - mai ales la natura rolului de conducere - si la resursele care le stau la îndemna Indivizii din cadrul echipei cauta informatii despre alti membri, mai ales legate de background-ul acestora si experienta în tipul de sarcina pe care echipa trebuie sa o execute Este probabil ca ei sa fie curiosi asupra asteptarilor externe ale echipei si sa ceara informatii despre regulile care vor influenta metodele de lucru În acest stadiu incipient, participantii pot fi relativ precauti cu privire la informatia pe care o divulga Aprecierile initiale despre ceilalti se vor baza, prin urmare, pe cunostinte limitate Cea mai importanta sarcina este stabilirea clara si de comun acord a obiectivelor Etapa de agitatie: în timpul acestui stadiu apar conflictele între indivizi si sub-grupuri Sunt vizate alegerile, autoritatea si/sau competenta coordonatorului, iar membrii nu accepta eventuale încercari de dominare din partea conducerii Membrii pun sub semnul întrebarii relevanta si practicabilitatea sarcinii impuse De asemenea, tensiunile latente ies la suprafata, indivizii se manifesta intens, sustinând opinii contrare Acest stadiu se caracterizeaza si prin onestitate si deschidere în rezolvarea divergentelor Liderul trebuie sa încurajeze aplanarea neîntelegerilor pentru a obtine concentrarea tuturor participantilor asupra obiectivelor comune De asemenea, trebuie sa creeze încredere, sa stabileasca rolurile în echipa si strategiile de rezolvarea a conflictelor Normarea: în timpul normarii are loc rezolvarea conflictelor si echipa începe sa abordeze sarcina din perspectiva unei cooperari pozitive Se întocmesc planuri si se stabilesc standarde Apar norme sau reguli acceptate si moduri de lucru referitoare la comportamentul individual si colectiv Membrii îsi împartasesc mai usor parerile si sentimentele, dezvoltându-se o retea de sprijin reciproc Coordonatorul trebuie sa permita echipei asumarea unei responsabilitati mai mari cu privire la planificare si procese, îngaduindu-le chiar unele greseli si încurajând reflectarea ulterioara asupra acestora Este important sa se impuna norme în conformitate cu nevoie organizatiei pentru ca echipele ar putea stabili si reguli împotriva unei functionari eficiente (de exemplu, tolerarea lipsei de punctualitate la lucru sau a prezentei la sedinte) Etapa de functionare: membrii echipei încep sa vada rezultatele date de concentrarea constructiva a energiei asupra sarcinii comune Se stabileste o structura de lucru eficienta, în mijlocul careia indivizii se simt bine si încep sa colaboreze mai relaxati Conducatorul nu mai e nevoit sa intervina în fiecare zi, membri realizând si acceptând aceasta schimbare La acest nivel trebuie organizate sisteme de revizuire regulata pentru ca echipa sa dea randament în continuare si sa fie în legatura cu mediul în care actioneaza Întreruperea activitatii: la acest stadiu nu ajung, de regula, toate echipele, dar, în timp, membri importanti vor parasi grupul, iar proiecte majore vor fi finalizate sau întrerupte Este important ca efectele acestor schimbari asupra existentei echipei sa fie recunoscute: unele pot regresa la stadii anterioare în functie de nivelul de maturitate, stabilitate si rata schimbarilor Nu toate grupurile urmeaza schema propusa de Tuckman Putem constata, în unele cazuri, reluarea unor etape pentru a le parcurge gradat, la diverse niveluri Conducatorii pot încuraja acest lucru prin introducerea unui proces de dezvoltare eficient, stabilirea unui scop bine definit, obtinerea unor consecinte satisfacatoare (eventual creative) de pe urma rezolvarii conflictelor, impunerea unor roluri clare si a unor norme pozitive, asigurarea unei bune functionari a echipei si a unei despartiri constructive si moderne dupa îndeplinirea sarcinii În primul rând, trebuie sa urmarim modalitatea de selectie a membrilor potriviti si a componentei adecvate 3 2: Personalitate si abilitate Capacitatea intelectuala este unul dintre factorii care prezic cel mai bine performanta în cazul sarcinilor individuale (Schmidt si Hunter, 1998) Prin urmare, competenta generala a echipei este în masura sa anticipeze performanta acesteia, dupa cum arata un studiu asupra unitatilor militare (Tziner si Eden, 1985) care indica faptul ca indivizii cei mai competenti au adus cea mai mare contributie la rezultatele obtinute, cu toate ca si ceilalti membri erau foarte bine pregatiti Vom indica în ultimul capitol câteva studii care demonstreaza ca echipele cu membri diferiti din punctul de vedere al competentei dau randament mai mare decât cele cu un potential general ridicat, într-o sarcina legata de învatare Totusi, s-a constatat ca, de obicei, echipele foarte performante ajung la rezultate mai bune decât cele intuite pe baza sumei competentelor individuale (Devine si Phillips, 2000), în special în cazul unor sarcini inedite Tipul de personalitate „Big Five” (Barrick si Mount, 1991) se refera la un model de caracter puternic pe care îl putem utiliza în examinarea amestecului de personalitati dintr-o echipa si efectele asupra activitatii acesteia Modelul descrie cinci dimensiuni ale personalitatii: • Receptivitatea la experienta - fantezie, activitati, idei; • Constiinciozitatea - competenta, disciplina si autodisciplina; • Extrovertire - sentimente pozitive, sociabilitate si caldura; • Agreabilitate - încredere, sinceritate si blândete; • Nervozitate - anxietate, constiinta de sine si vulnerabilitate Anumite dimensiuni ale personalitatii sînt legate de lucrul eficient în grup; ne surprinde însa descoperirea ca anumite aspecte care devin importante depind de sarcina de îndeplinit În echipe interdependente, unde putem recunoaste si rasplati usor contributiile individuale, cel mai mare succes îl au cei care muncesc din greu si cei pe care se poate pune baza (Mount, Barrick si Stewart, 1998) Alti membri îi privesc pe acesti indivizi constiinciosi ca fiind elementele de baza ale echipei, pentru ca se pot baza pe ei pentru a-si duce la capat propriul rol Constiinciozitatea este relevanta în cadrul grupului deoarece controlul ierarhic este redus si apare, în consecinta, nevoia de autodisciplina (Mount et al, 1998: Barrick, Stewart, Neuberg si Mount, 1998) Autodisciplina este importanta mai ales când se ofera recompense pentru echipa (altfel spus, rasplata este în functie de performanta întregii echipe), întrucât plata pe cap de membru depinde de succesul fiecaruia Echipele constituite din persoane constiincioase ating performante înalte, mai ales la nivelul productiei si al planificarii sarcinilor Cu toate acestea, grupurile cu grad înalt de extrovertire sînt mai bune în luarea deciziilor decât în productie si planificare, probabil datorita caldurii si optimismului care-i ajuta pe membri sa îi convingi pe ceilalti sa le accepte hotarârile Pentru echipele care cer decizii ingenioase sau inovatii, receptivitatea, la fel ca extrovertirea, este mai importanta decât constiinciozitatea De fapt, cercetarile arata ca cele mai eficiente sunt grupurile alcatuite din oameni constiinciosi si foarte extrovertiti Nivelul ridicat de agreabilitate nu pare sa influenteze performanta Echipele care necesita capacitati creative fac ca receptivitatea sa fie o trasatura semnificativa Prin urmare, nivelul si omogenitatea extrovertirii si constiinciozitatii sînt vitale pentru echipe Exista câteva tipuri de combinatii de personalitati pentru echipe des întâlnite în domeniul afacerilor - pe care este indicat sa le analizam în vederea reactiei lor la acest test De exemplu, unele organizatii încearca sa asigure compatibilitatea membrilor în functie de stilurile lor cognitive, folosind un instrument de evaluare numi Indicatorul de Tip Myers- Briggs (un chestionar care evalueaza stilurile cognitive; Myers si Briggs, 1962) Acesta descrie patru dimensiuni: • extroversiunea-introversiunea; • ratiunea-intuitia; • gândirea-simtirea; • judecata-perceptia Primul criteriu defineste sursa si directia canalizarii energiei unei persoane În cazul extrovertitului, acestea sînt în principal orientate catre lumea externa, în timp ce sursa de energie a introvertitului este mai ales lumea interioara Al doilea criteriu se refera la modul în care un individ percepe informatia Cei rationali dau crezare în special informatiei din exterior, pe când cei intuitivi cred în ceea ce provine din regimul interior sau imaginativ Al treilea criteriu descrie modul de procesare a informatiei Astfel, luarea deciziilor se bazeaza pe logica în cazul persoanelor cu o natura reflexiva sau pe sentimente în cazul persoanelor preponderent emotive Criteriul al patrulea priveste punerea în aplicare a informatiei procesate Cei care pretuiesc judecata îsi organizeaza viata si se comporta conform unui plan; pe de alta parte, oamenii pentru care perceptia este mai importanta tind sa improvizeze si vor cauta mereu alternative Diversele combinatii ale dimensiunilor prezentate descriu 16 tipuri de indivizi Echipele profita de pe urma valorii acestor combinatii Cu toate acestea, nu exista dovezi riguroase care sa ateste relatia dintre compatibilitatea tipurilor Myers-Briggs si performanta echipei Teoria orientarilor fundamentale ale relatiilor interpersonale (OFRI) formulata de Schutz (1967), cauta sa explice în ce mod afecteaza atributele personale ale membrilor echipei activitatea acesteia Schutz indica trei nevoi umane de baza care sînt exprimate în interactiunea de grup: nevoia de integrare; nevoia de control; nevoia de afectiune Teoria sa sustine faptul ca echipele alcatuite din persoane cu necesitati compatibile (cum ar fi: cei foarte autoritari si cei foarte obedienti) vor fi mai eficiente decât cele ai caror membri au necesitati incompatibile Grupurile compatibile presupun un echilibru între cei care dicteaza sau exercita controlul, includerea si afectiunea si cei ce se supun sau le primesc Un exemplu de grup incompatibil este cel în care unii vor mai multa afectiune decât li se poate oferi Desi unele studii arata ca compatibilitatea în privinta controlului si afectiunii a prevazut timpul încheierii sarcinii de catre o echipa de manageri care lucreaza în mediu de laborator, numeroase cercetari sustin ca nu este nici o legatura între compatibilitate si performanta de grup (de exemplu, Hill, 1982) Într-adevar, Hill (1982) a constatat ca incompatibilitatea legata de OFRI-B era asociata cu o productivitate mai mare în cazul echipelor de analisti de sisteme Este posibil ca studiul în discutie sa arate ca imperativele atingerii unui obiectiv cu ajutorul echipei depasesc problema compatibilitatii personale si ca, atunci când trebuie sa executam o sarcina, ne adaptam la diferentele celuilalt pentru a împiedica eventualele nepotriviri sa ne influenteze eficienta Aceasta carte subliniaza faptul ca realizarea conditiilor adecvate muncii în echipa atrage dupa sine dezvoltarea unor bune relatii între membri, în timp ce reversul nu e neaparat valabil (Mullen si Copper, 1994), Un alt studiu celebru referitor la problema personalitatii în echipa este „Modelul Rolurilor în Echipa” formulat de Belbin (1993) Acesta sugereaza ca exista noua tipuri de personalitate de grup si ca în echipa este nevoie de un echilibru între ele Belbin sustine ca echilibrul celor noua tipuri de roluri în echipa este necesar functionarii acesteia Profilul personalitatii indivizilor încorporeaza, de obicei, câteva dintre aceste tipuri si, astfel, chiar în grupuri de trei sau patru persoane pot exista tipuri de roluri principale si secundare care sa acopere cele noua arii discutate Totusi, nu avem suficiente dovezi care sa sustina aceste intuitii, iar instrumentele de evaluare si tipurilor de roluri în echipa (Belbin, 1981, 1993) au proprietati psihometrice limitate (Anderson si Sleap, în curs de publicare; Furnham, Steele si Pendleton, 1993) Scalele prezinta consecventa interna redusa si inter-corelatii foarte accentuate E probabil ca inventarul de roluri în echipa sa trimita la dimensiunile „Big Five" ale personalitatii si, astfel, sa reflecte unele dintre descoperirile amintite cu privire la tipurile de personalitate si la functionalitatea echipei descrise mai sus Cu toate acestea, managerii si consultantii considera acest model foarte practic, întrucât îi ajuta sa gândeasca prin prisma dinamicii echipelor lor, în ciuda faptului ca notiunea de compatibilitate nu este foarte bine sprijinita Exemplu: Teoria rolului în echipa a lui Belbin În urma examinarii a 200 de echipe de management al afacerilor de la Colegiul Personalului Administrativ din Henley, Marea Britanie, Belbin a identificat 9 tipuri de echipe Aproape întotdeauna, participantii aveau mai multe roluri, unele dominante, altele subordonate Coordonatorul Coordonatorul este cel care îi conduce pe indivizi El trebuie sa fie încrezator, tolerant, autoritar si dedicat scopurilor si obiectivelor echipei Coordonatorul gândeste pozitiv, apreciind atingerea obiectivelor, lupta si efortul celorlalti Este o persoana „suficient de toleranta ca sa îi asculte pe membri, dar destul de ferma în respingerea sfaturilor acestora" Nu se remarca întotdeauna si, în general, nu este înzestrat cu capacitati intelectuale deosebite Modelatorul Modelatorul este cel responsabil de sarcina propusa, având o energie debordanta si o motivatie puternica de a avea succes, scopul sau fiind victoria Modelatorul este dedicat realizarii scopurilor, „modelându-i" pe ceilalti în aceasta directie Va provoca, sustine sau dezaproba, afisând agresivitate în urmarirea telului Dupa Belbin, prezenta în echipa a doi sau trei modelatori poate duce la conflicte, suparari si dispute interne Generatorul de idei Este specialistul în generarea ideilor, cu un coeficient de inteligenta foarte ridicat, o persoana introvertita, dar în acelasi timp dominanta si originala Generatorul de idei are o atitudine radicala fata de functionarea corecta sau deficitara a echipei Se preocupa în special de chestiuni importante si nu de detalii Punctele sale slabe sînt combativitatea si tendinta de a nu da importanta detaliilor practice Analistul resurselor Este vorba de individul care nu sta niciodata în birou, decât cel mult atunci când vorbeste la telefon Este persoana care analizeaza sansele si stabileste contacte Analistul resurselor este un bun negociator care obtine informatii prin sondaj, preia si dezvolta ideile altora Este sociabil, entuziast si priceput la întemeierea legaturilor si cercetarea resurselor din afara echipei Defectele sesizate sînt tendinta de fi fascinat de o idee urmata de pierderea interesului si faptul ca nu constituie o sursa originala de idei Cei care implementeaza Acestia sînt constienti de obligatiile externe, se caracterizeaza prin disciplina, constiinciozitate si au o imagine pozitiva despre ei însisi Sunt practicasi calculati, încrezatori si toleranti, respectând traditiile existente Persoanele de acest gen prezinta un grad scazut de anxietate si au tendinta de a lucra în echipa în mod realist si practic Implementatorii detin de obicei responsabilitatea în organizatiile mai extinse Fac foarte bine ceea ce altii nu vor sa faca, de exemplu, disciplinarea angajatilor Sunt indivizi conservatori, inflexibili si refractari la noi posibilitati Evaluatorul care monitorizeaza Conform modelului, este vorba de o persoana rationala, prudenta si inteligenta care nu este atrasa de succes Contribuie mai ales la luarea deciziilor importante, pentru ca este capabil sa evalueze propunerile concurente Nu se lasa convins de argumente emotionale, demonstrând seriozitate, rabdare în luarea unei hotarâri (datorita nevoii de reflectare) si mândria de a nu fi dat gres niciodata Punctul lui slab este constituit de faptul ca poate parea plictisitor sau chiar exagerat de critic Nu se pricepe sa-i inspire pe ceilalti În acest tip se încadreaza adesea persoanele care detin posturi foarte importante Animatorul echipei Animatorii echipei intervin în mod util pentru a aplana divergentele politice si pentru a-i ajuta pe membrii mai dificili sa-si canalizeze efortul spre rezultate pozitive Ei ridica moralul grupului si permit altor participanti sa contribuie eficient la realizarea proiectului Abilitatile lor diplomatice, împreuna cu simtul umorului, sînt pretuite de restul echipei Sunt persoane receptive, capabile sa lucreze cu indivizi mai dificili datorita sociabilitatii, sensibilitatii si deschiderii catre oameni care îi caracterizeaza În momente de criza sînt indecisi si ezita sa faca lucruri care i-ar putea rani pe ceilalti Finalizatorii Finalizatorii sînt cei care „pun punctul pe i" Acorda deplina atentie detaliului si terminarii complete a sarcinii Depun un efort deosebit, muncesc consecvent si nu sînt interesati de succese extraordinare Dupa Belbin, defectele lor sînt îngrijorarea exagerata si refuzul de a renunta si de a încredinta sarcina altcuiva Specialistul Specialistul detine cunostintele si deprinderile care lipsesc în mare masura restului echipei De regula, sunt foarte introvertiti si nelinistiti, începând munca pe cont propriu si dedicându-se în totalitate acesteia Punctele slabe sînt unilateralitatea si lipsa de interes fata de îndatoririle altora 3 3: Deprinderile echipei Când formam echipe trebuie sa mergem dincolo de trasaturile relativ stabile ale indivizilor, cum ar fi personalitatea, gândindu-ne la motivatia, cunostintele si deprinderilor cerute de lucrul în grup Aceasta include: preferintele pentru munca în echipa; perspectiva individualista sau colectiva în colaborarea cu ceilalti; deprinderi sociale de baza ca receptivitatea, comunicarea si cooperarea; capacitatea de a lucra în echipa, care presupune colaborare, interes pentru grup si constiinta interpersonala 3 3 1 : Deprinderi sociale Deprinderile sociale cuprind : • capacitatea de ascultare activa - receptivitatea la ce spun ceilalti si abilitatea de a pune întrebari; • comunicarea - planificarea modului eficient de comunicare, tinând cont de receptor, mesaj si mediu; • vigilenta sociala - constientizarea reactiilor celorlalti si întelegerea felului în care se comporta; • autocontrolul - sensibilitatea fata de efectele pe care le are comportamentul nostru asupra celorlalti; • altruismul - efortul de a-i ajuta pe colegi; • caldura si cooperarea; • rabdarea si toleranta - acceptarea criticilor si rezolvarea calma a frustrarilor (Peterson et al 2001) Asemenea deprinderi sînt deosebit de valoroase pentru performanta echipei si ar putea constitui criterii de selectie a membrilor 3 3 2 : Cunostinte, deprinderi si abilitati (CDA) necesare lucrului în echipa Angajatii din cadrul unei echipe trebuie sa posede abilitati legate de executia sarcinii atât individual, cît si în grup, deoarece acestea sunt importante pentru atingerea performantei (West si Allen, 1997) Stevens si Campion (1994, 1999) sustin faptul ca functionarea eficienta depinde de abilitatile fiecaruia, punând accent pe capacitatea membrilor de a sti sa munceasca în echipa, care cere mai mult decât executarea individuala a unei sarcini Ei identifica doua arii largi de deprinderi, conform studiilor asupra functionarii echipei (CDA interpersonale si CDA de autoadministrare), care cuprind 14 CDA specifice lucrului eficient în echipa mai jos) Stevens si Campion (1994) au realizat un test grila cu 35 de itemi cu problemele care ar putea aparea la locul de munca, cerându-le subiectilor sa identifice strategiile pe care le-ar pune în aplicare Au constatat ca scorul obtinut de membri la acest test este strâns legat de activitatea echipei, fapt discutat în numeroase studii (McDaniel, Morgeson, Finnegan, Campion si Braverman, 2001) Cunostinte, deprinde si abilitati (CDA) necesare lucrului în echipa I CDA interpersonale ale membrilor echipei 1 Încurajarea dezbaterilor utile si eliminarea conflictelor 2 Relationarea strategiei de abordare a conflictului cu natura si sursa acestuia 3 Folosirea strategiilor integrative (câstig-câstig) mai degraba decât a celor distributive (câstig-pierdere) 4 Folosirea unui nivel adecvat de participare în orice situatie 5 Evitarea obstacolelor din calea rezolvarii problemelor din echipa (de exemplu, membri autoritari) prin structurarea modului de interactiune dintre membri 6 Încurajarea comunicarii, maximizând deschiderea si flexibilitatea 7 Utilizarea unui stil deschis si încurajator de comunicare 8 Utilizarea strategiilor de ascultare activa 9 Atentia la mesaje non-verbale 10 Apelul la relatiile interpersonale prin salutarea membrilor altor echipe, discutii amicale cu acestia etc II CDA de autoadministrare a echipei 11 Stabilirea unor obiective de echipa clare, stimulatoare si realizabile 12 Monitorizarea, evaluarea si acordarea feedback-ului cu privire la performanta 13 Coordonarea si sincronizarea sarcinilor, a activitatilor si a informatiei 14 Stabilirea unor roluri corecte si echilibrate, precum si distributia muncii între membri Indiferent de specializarea sarcinii sau de rolul preferat, exista anumite atribute pe care toti membrii trebuie sa le dovedeasca pentru ca echipa sa-si atinga scopul Ar trebui sa cream grupuri cu persoane care au toate sau majoritatea CDA descrise de Stevens si Campion si sa le instruim în vederea dezvoltarii lor 3 4: Diversitatea membrilor echipei Cât de diferiti sau asemanatori trebuie sa fie membrii unei echipe ? Daca au background, opinii, experiente si valori similare, este probabil ca ei sa treaca prin fazele de normare si agitatie foarte rapid, sa întretina relatii bune si sa-si faca treaba eficient Daca indivizii sînt foarte diferiti, vor descoperi ca, la început, mai ales în timpul primelor doua etape amintite, apar conflicte puternice referitoare la modul în care se înteleg si cad de acord asupra obiectivelor, conducerii si rolurilor în echipa Însa, în timp, diversitatea mai mare de perspective le va oferi pareri si cunostinte care vor contribui la rândul lor la luarea unor hotarâri mai bune, la inovatii mai multe si la un nivel mai ridicat de eficienta Dar aceasta sinergie va fi atinsa doar în urma unui efort sporit în vederea lucrului în echipa eficient si integrat 3 4 1 : Diversitatea legata de sarcina Când se formeaza o echipa sau când se recruteaza noi membri, conducatorii si ceilalti se straduiesc sa angajeze persoane care au deprinderile necesare pentru a ajuta echipa sa execute sarcinile „Combinatia deprinderilor", este definita ca echilibrul dintre calificat-necalificat, experimentat-neexperimentat si supraveghere-operatiune într-o anumita arie de servicii, precum si în cadrul diverselor grupuri de angajati Combinatia optima de deprinderi se obtine atunci când e asigurat standardul dorit al unui serviciu cu minimum de cheltuieli, conform cu desfasurarea eficienta a personalului calificat, experimentat si de supraveghere si cu maximizarea contributiilor tuturor membrilor O revizuire a complexului de deprinderi presupune identificarea activitatilor care trebuie realizate în cadrul echipei, a persoanelor care le executa, a nivelului competentei acestora, a nivelului minim de competenta necesar si a posibilitatii combinarii sarcinilor în alt mod, pentru a crea, uneori, roluri noi si regrupari ale personalului Aceasta directie în selectia membrilor se axeaza, prin urmare, pe identificarea anumitor deprinderi tehnice cerute de echipa care nu au fost acoperite sau sînt acoperite cu costuri ridicate de catre alti membri ai echipei O alta abordare considera ca diversitatea ar trebui încurajata datorita efectelor sale referitoare la inovatie Sunt creative în special grupurile care contin indivizi cu domenii de cunoastere si deprinderi variate, care se intersecteaza (Dunbar, 1997) Wiersema si Bantel (1992) au descoperit ca initiativele de management strategic apartin, de regula, echipelor principale de management datorita gradului mare de diversitate a membrilor în specializarea lor educationala Studiul cel mai complex cu privire la aceste probleme a fost facut de un grup international de cercetare sponsorizat de UNESCO, care si-a propus sa determine factorii care influenteaza performanta stiintifica a 1222 echipe de cercetare (Andrews, 1979) Acestia au evaluat diversitatea în sase arii: proiecte, orientari interdisciplinare, specializari, fonduri, activitati R&D si functii profesionale Rezultatul arata ca diversitatea si nivelul comunicarii din cadrul echipelor de cercetare si între acestea sînt strâns legate de recunoasterea stiintifica a echipelor, de eficienta R&D, de numarul de publicatii si valoarea practica a muncii lor De asemenea, varietatea background-ului functional poate influenta performanta ca rezultat al nivelului mai mare de comunicare externa pe care o initiaza membrii, tocmai din cauza diversitatii lor functionale Conexiunile diferite favorizeaza inovatia prin încorporarea diverselor idei si modele provenite din mai multe arii functionale Cercetarea arata, într-adevar, ca nivelul inovatiei si al comunicarii dincolo de limitele echipei creste direct proportional cu diversitatea functionala a echipei (Ancona si CaMwell, 1992) Varietatea are însa dezavantajele ei Când începe sa ameninte integrarea si siguranta grupului, atunci au de suferit creativitatea si implementarea inovatiilor De exemplu, echipa va esua daca diferentele diminueaza acordul dintre membri cu privire la obiectivele acesteia Ideea este sa cream suficienta diversitate, fara ca aceasta sa interfereze cu viziunea comuna asupra sarcinii, cu abilitatea de a comunica si lucra împreuna eficient Daca varietatea este redusa, presiunile grupului se vor orienta spre conformitate mai degraba decât spre integrare Daca este foarte mare, acordul comun asupra sarcinii, modului de lucru si rolurilor este amenintat; în consecinta, comunicarea si coordonarea eforturilor vor fi mereu problematice Daca grupul e omogen, apar presiuni în vederea conformismului Daca e eterogen, se ivesc presiuni de controlare (prin procese de grup) a fortelor centrifuge ale varietatii, ceea ce ar putea duce la dezintegrarea grupului si la amenintarea anumitor persoane (de exemplu, perspectivele diferite ale celorlalti pot pune în pericol convingerile altuia) Atingem doar o anume siguranta doar prin controlarea mediilor aparent amenintatoare Divergenta viziunilor lor ofera perspective multiple si încurajeaza dezbaterile constructive Diversitatea contribuie si la marimea fondului comun de deprinderi legate de sarcina, de informatii si experienta Daca diferentele legate de informatii si pareri sunt rezolvate în interesul luarii unor decizii eficiente si al rezolvarii sarcinii, mai degraba decât pe baza motivatiei de a câstiga sau de a-l surclasa pe adversar sau din cauza conflictelor de interes, acest lucru va genera, la rândul lui, o buna functionare si niveluri ridicate de inovatie (Tjosvold, 1998; Paulus, 2000) 3 4 2 : Diversitatea relatiilor: Vârsta, sexul, vechimea echipei, cultura Experimentând culturile si practicile unui numar mare de organizatii, s-a observat cât de mult difera factorul de diversitate al acestora Unele companii, cum ar fi o mare companie de constructii, sînt dominate de barbati albi, între 30 si 50 de ani Altele, precum un institut de stiinte economice, au numerosi angajati, dintre care mai mult de 30% provin din afara tarii respective, fiind de vârste si pozitii diferite în organizatie, cu o distributie echilibrata a sexelor Aceasta duce la varietate mare în structura echipelor în raport cu diferentele demografice si cu cele de alte „relatii" (cum ar fi diversitatea legata de momentul aderarii la grup) Vârsta Membrii parasesc mai degraba echipele alcatuite din oameni de vârste diferite decât grupurile omogene din acest punct de vedere Mai mult, am constatat ca, în cazul echipelor principale de management, cele cu diferente de vârsta conduceau companii mai putin profitabile (West, Patterson si Dawson, 1999) Exista dovezi care sa ateste si faptul ca între diferenta de vârsta si inovatie exista inversa proportionalitate: diferenta de vârsta prea mare sau prea mica este asociata cu niveluri scazute ale inovatiei, iar diferenta moderata este legata de niveluri relativ ridicate ale inovatiei Sexul Pe parcursul cercetarii echipelor, au fost examinate atent diferentele dintre cele care prezentau o proportie variabila a vârstelor Rezultatele sustin ca membrii vad functionarea grupului într-o maniera cu atât mai pozitiva, cu cît exista mai multe femei (cu exceptia echipelor formate doar din femei) Acest lucru s-ar datora faptului ca ele se concentreaza mai mult asupra participarii si implicarii celorlalti colegi, în timp ce barbatii se axeaza, de obicei, pe sarcina (Eagly si Johnson, 1990) În plus, barbatii întrerup femeile frecvent la sedinte si acorda putina importanta contributiilor acestora (West et a/ f 1998) Vechimea echipei La echipele principale de management din companiile de productie, s-a constatat ca o companie este cu atât mai profitabila, cu cît vechimea echipelor este mai mare (West, Patterson si Dawson, 1999) Studiile în diverse sectoare din Statele Unite aduc tot mai multe dovezi ca vechimea echipei are un efect pozitiv asupra performantei (Hackman, 2002) Aceasta se justifica prin faptul ca membrii îsi înteleg cu atât mai bine modul de lucru si capacitatile, cu cât muncesc mai mult împreuna Grupurile în care membrii au vechime foarte diferita raporteaza eficienta redusa, conform asteptarilor Cultura Traim într-o lume globalizata, în care transportul si comunicarea interzonale sînt foarte intense Societatile devin din ce în ce mai multiculturale, iar organizatiile si echipele trebuie sa reflecte diversitatea în comunitatile în care actioneaza pentru a întelege si raspunde la nevoile clientilor S-a constatat ca grupurile eterogene în privinta culturii au dat la început un randament mai mic decât cele omogene la câteva exercitii de economie Cu toate acestea, pe masura ce membrii au început sa se cunoasca, diferentele de performanta dintre cele doua tipuri de echipe au disparut în mare parte Cercetarile referitoare la diversitatea culturala arata ca grupurile cu membri care provin atât din culturi colectiviste (cum ar fi China si Japonia), cît si din culturi individualiste (precum Marea Britanie si Olanda) iau decizii mai bune Primul tip de cultura amintit are tendinta de a aborda dialectic deciziile, analizând ambele laturi ale fiecarui argument Cel de-al doilea tip ia hotarâri mai radicale, preluând fie pozitia afirmativa, fie cea negativa Combinând cele doua orientari, s-a ajuns la concluzia ca o analiza mai cuprinzatoare a problemelor are loc în grupurile multiculturale care reprezinta si culturile colectiviste, si pe cele individualiste (Leung, Lu si Liang, 2003) În ansamblu, cercetarile asupra diversitatii culturale sustin ca etapele de normare si agitatie dureaza mai mult în cazul echipelor diversificate cultural, dar ca, daca acestea învata sa faca fata si sa integreze perspectivele diferite, ele sînt mai eficiente si inovatoare decât cele omogene Problema este cum sa identificam modul de rezolvare si de integrare a perspectivelor lor diferite, ceea ce face obiectul unei mari parti din restul cartii Crearea echipelor nu presupune doar simpla asamblare a variatelor deprinderi necesare îndeplinirii sarcinii, ci implica si identificarea tipurilor de personalitate care sa asigure eficienta Mai mult, trebuie sa avem în vedere masura în care viitorii membri au deprinderile de baza (comunicare, managementul conflictelor) pentru ca lucrul în echipa sa dea randament Echipele trebuie, de asemenea, sa aiba un nivel suficient de diversitate în ceea ce priveste background-ul functional, cultura, experienta de viata si în munca a membrilor pentru a asigura perspective variate în lucru si în luarea deciziilor 3 5: Implicatiile diversitatii Crearea echipelor nu presupune doar simpla asamblare a variatelor deprinderi necesare îndeplinirii sarcinii, ci implica si identificarea tipurilor de personalitate care sa asigure eficienta Mai mult, trebuie sa avem în vedere masura în care viitorii membri au deprinderile de baza (comunicare, managementul conflictelor) pentru ca lucrul în echipa sa dea randament Echipele trebuie, de asemenea, sa aiba un nivel suficient de diversitate în ceea ce priveste background-nl functional, cultura, experienta de viata si în munca a membrilor pentru a asigura perspective variate în lucru si în luarea deciziilor Aceasta trasatura se va transforma în eficienta si inovatii uimitoare, însa doar daca indivizii pot sa priveasca diferenta ca pe o proprietate valoroasa si nu ca pe o amenintare la adresa identitatii individuale Echipele ai caror membri gândesc la fel vor avea o existenta confortabila, dar se vor dovedi ineficiente si lipsite de creativitate Liderii trebuie selectati în parte pentru abilitatea de a manevra consecintele configuratiei grupului - adica abilitatea de a obtine efecte pozitive de pe urma eterogenitatii si de a reduce urmarile negative Acest lucru presupune capacitatea de a mobiliza membrii spre un tel comun Strategiile pot include: • articularea unor scopuri precise de catre conducator; • folosirea tacticilor de socializare care se axeaza pe ceea ce indivizii au în comun, mai degraba decât pe diferente; • dezvoltarea relatiilor de consiliere (Anderson si Thomas, 1996) Conducatorii vor trebui sa faca toate lucrurile amintite în timp ce, simultan, mentin diferenta la nivelul rolurilor care le dau membrilor sentimentul ca au adus o contributie unica Dincolo de toate, este necesara facilitarea explorarii si integrarii opiniilor divergente, uneori conflictuale, în vederea usurarii obtinerii de catre echipe a unor beneficii colective de pe urma diversitatii lor CAP 4: CONDUCEREA ECHIPELOR 4 1: Cele trei sarcini ale liderilor echipei Liderul echipei are trei îndatoriri generale: • sa asigure îndeplinirea sarcinii, • formarea si mentinerea unitatii echipei, • instruirea si sustinerea echipei în vederea succesului În primul rând, crearea conditiilor adecvate înseamna sa ne asiguram ca grupul are o sarcina precisa de executat (si potrivita pentru în echipa) si ca detine resursele necesare atingerii scopului, presupune faptul ca liderul trebuie, uneori, sa se zbata pentru a obtine bugetul necesar, cazarea, echipamentul ICT sau alte instrumente necesare sarcinii Nu este recomandabil sa fie foarte generos în aceasta privinta, pentru a preveni risipa si ineficienta În schimb, este necesar ca un coordonator sa fie ferm si sa nu aiba regrete cu privire la resursele acordate echipei Membrii trebuie sa stie exact cine apartine si cine nu grupului - adica, limitele grupului Crearea unor asteptari inadecvate în legatura cu limitele echipei poate genera conflicte Mai mult, dupa cum am precizat mai echipele nu trebuie sa depaseasca sase-opt membri În al doilea rând, pentru a crea si mentine o echipa unitara, liderul trebuie sa se asigure ca membrii poseda deprinderile si abilitatile necesare De asemenea si diversitatea este importanta Un grup de oameni care sunt simple „clone” ale conducatorului nu va fi nici eficient, nici inovator Liderul trebuie sa initieze procese care sa contribuie la eficienta echipei prin luarea unor decizii convenabile, rezolvarea problemelor, managementul conflictelor si dezvoltarea unor mijloace noi si îmbunatatite ale muncii în echipa Operativitatea acesteia nu se obtine decât prin exercitiu Rolul liderului este acela de a încuraja echipa în scopul deprinderii lucrului în grup A treia functie a conducatorului este de a instrui si orienta echipa spre victorie, ceea ce presupune interventia pentru îndrumare si sustinere în vederea realizarii unui lucru eficient Liderul trebuie sa învete sa fie sensibil la dispozitia membrilor si la cât de bine comunica si interactioneaza unul cu altul Trebuie sa dea atentie acestor procese, sa încurajeze mai multe întâlniri între anumiti membri, un schimb mai mare de informatii si sa le sprijine sugestiile Rolul sau presupune si capacitatea de a-i ajuta pe indivizi sa-si dezvolte deprinderile si abilitatile, ceea ce necesita timp pentru a reveni asupra obiectivelor, a vedea ce deprinderi trebuie sa dezvolte fiecare si pentru a crea oportunitati de a acumula noi cunostinte (prin practica propriu-zisa, prin vizitarea altor organizatii sau prin cursuri) Conducatorii traditionali tind sa dea instructiuni si îndrumari, mai degraba decât sa caute sfaturi si sa joace rolul unor mediatori Nu încearca sa integreze, ci sa impuna pareri, având mai degraba un rol autoritar decât de sustinere Liderii eficienti ai unei echipe împartasesc responsabilitatile acesteia, încurajându-i pe membri sa-si asume raspunderea când lucrurile nu merg bine: „Care credeti ca este problema si cum ar trebui sa o rezolvam?” Exercita, astfel, mai putin control asupra deciziei sale: „În regula Acum trebuie sa luam o hotarâre Care anume?" Liderii vor încerca sa coordoneze echipa ca pe un întreg si nu pe fiecare individ în parte, ceea ce presupune concentrarea asupra unor probleme cum ar fi dispozitia generala - este echipa nervoasa, stresata, optimista sau încrezatoare? Conducerea unui grup difera categoric de viziunea traditionala, datorita concentrarii asupra echipei ca un tot unitar, si nu doar asupra fiecarui component al sau si a împartirii responsabilitatii pentru felul în care functioneaza echipa cu ceilalti membri Poate, prin urmare, liderul sa îndeplineasca cele trei functii? Pentru a raspunde la aceasta întrebare, este util sa distingem între trei elemente generale ale rolului de conducator: conducere, management si instruire 4 2: Cele trei elemente ale conducerii unei echipe Conducerea are loc pe termen lung, se refera în special la îndrumarea strategica si presupune reflectia asupra problemelor legate de managementul indivizilor, putere si control; managementul are în vedere planificarea pe termen mediu si clarificarea obiectivelor, iar instruirea presupune contactul zilnic direct cu membrii Aceste trei dimensiuni menite sa asigure eficienta echipei reprezinta componentele esentiale ale functiei de lider Vom discuta mai departe fiecare dintre elementele amintite 4 2 1 : Conducerea echipei Conducerea se refera la procesul de initiere a unor interventii strategice adecvate motivarii si îndrumarii echipei Liderul îi încurajeaza pe angajati sa colaboreze si sa se sustina reciproc, convinsi de faptul ca grupul are capacitatea si puterea de a executa sarcina propusa Conducerea presupune intuitie, judecata de finete si risc De asemenea, cere încredere si chiar carisma Functia de lider implica formarea unei echipe în adevaratul sens al cuvântului, si nu doar cu numele Când sunt întrebati managerii despre cât de mult se lucreaza în echipa în organizatia lor, ei raspund, de regula „Formam cu totii o mare echipa" indiferent ca este vorba de organizatii care cuprind sute sau chiar mii de persoane! Este extraordinar când în organizatii exista o atmosfera pozitiva si optimista, dar aceasta nu e suficient pentru lucrul în echipa Conducerea reprezinta, într-un cuvânt, crearea conditiilor care sa asigure succesul echipei Înseamna stabilirea unui scop convingator, formarea unui grup care sa actioneze eficient, asigurarea ca suportul organizational ajuta echipa sa-si faca datoria si programarea atenta a interventiilor liderilor Toate acestea necesita instruire - deoarece liderii trebuie sa-si exerseze deprinderile de conducere pentru a le dezvolta - la fel ca alergatorii, care se antreneaza regulat în vederea performantei Functia de conducere implica în mod categoric impunerea unei directii precise asupra activitatii echipei Acesta nu este un proces democratic Daca ar ramâne la latitudinea membrilor, ei s-ar pierde în confuzii si nesiguranta create de încercarea de a atinge obiective multiple - rolul conducatorului este de a fixa orientarea generala Functia de conducere presupune modelarea sau proiectarea echipei, astfel încât sa functioneze eficient Acest lucru se realizeaza lucrând la sarcini si la autoritatea, dimensiunea, configuratia si vechimea echipei Aceasta presupune planificarea unei sarcini realizabile doar cu ajutorul grupului (cum ar fi prinderea antilopei în savana) Sarcina stabilita trebuie sa fie stimulatoare, adica sa ceara o gama larga de deprinderi, sa constituie un tot si sa fie importanta pentru organizatie sau pentru societate în general Conducatorii le comunica indivizilor autoritatea pe care o au în executarea sarcinii (precum si limitele autoritatii respective), acordându-le feedback util în acest sens Dimensiunea echipei va fi cît mai redusa, cuprinzând între sase si opt membri Prin urmare, liderii vor reflecta asupra posibilitatii îndeplinirii scopului cu mai putini oameni, fara ca aceasta sa afecteze calitatea serviciului sau produsului Grupul trebuie sa se caracterizeze si prin diversitate în privinta experientei, deprinderilor si specializarilor functionale ale indivizilor; în privinta caracteristicilor demografice cum ar fi vârsta, sexul si cultura; în plus, este necesar ca membrii sa aiba competenta necesara: cunostintele, deprinderile si aptitudinile cerute de lucrul în echipa si sa petreaca mult timp împreuna pentru a exersa si a-si însusi secretul colaborarii – vechimea optima pentru succes La sase luni liderii trebuie sa reia aceste puncte si sa vada daca este nevoie de eventuale restructurari Lucrând cu aceste elemente constitutive, vor deveni experti în functia lor Vor face, cu siguranta, si greseli pe parcurs, dar numai astfel vor putea câstiga experienta Functia de conducere include câstigarea suportului organizational care ajuta echipa sa-si atinga scopul Aceasta presupune acordarea unor recompense adecvate, instruirea corecta a indivizilor sa lucreze împreuna si sa-si faca bine treaba, asigurarea resurselor necesare si a informatiilor referitoare la functionarea si strategiile organizationale de care au nevoie pentru a fi siguri ca vor contribui în mod semnificativ la activitatea organizatiei Mai mult, liderul trebuie sa se încredinteze ca are sprijinul organizatiei daca aspira la eficienta, la obtinerea satisfactiei si la progresul membrilor Liderii buni au capacitatea de a-i influenta pe alti angajati ai organizatiei pentru ca propria echipa sa dea randament Functia de conducere presupune planificarea potrivita a interventiilor în vederea succesului Grupurile sînt receptive la interventiile din partea conducerii mai ales la înfiintare, la jumatatea „drumului" pe parcursul executarii sarcinii, când lucrul este întrerupt în mod natural, când s-a finalizat fabricarea „produsului" sau când o etapa a cavitatii s-a încheiat (Gersick, 1988, 1989) Daca echipa îsi vede de lucru si e angajata intens în acesta, nu este recomandabil ca liderul sa intervina, deoarece ar afecta eficienta grupului 4 2 2 : Esenta unei conduceri eficiente Esenta unei conduceri eficiente este articularea unui plan clar si îndrumarea echipei prin viziune si strategii spre atingerea scopului, ceea ce înseamna ca liderul trebuie sa le insufle membrilor entuziasm, optimism si placerea de a lucra în echipa În plus, este recomandabil sa-i ajute pe ceilalti sa comunice reciproc, sa se aprecieze unul pe altul si sa învete sa abordeze si sa rezolve divergentele dintre ei în mod constructiv si creativ Progresul si perfectionarea constituie o motivatie puternica, deci functia de conducere implica îndrumarea indivizilor în vederea coordonarii activitatilor, a îmbunatatirii continue a modului de lucru si a performantei, precum si a dezvoltarii capacitatilor acestora Liderii pot contribui la elementele mentionate încurajându-i pe participanti sa fie flexibili în abordarea lucrului (de exemplu, experimentând diverse modalitati de lucru), analizând obiectiv procesele care au loc si învatând odata cu ceilalti cum se lucreaza mai bine în echipa Un bun conducator va reprezenta, de asemenea, interesele grupului: îi va proteja reputatia; îi va sustine încrederea în alte echipe, departamente sau manageri; îl va ajuta la rezolvarea creativa a conflictelor care se pot ivi între echipa si grupurile respective De asemenea, se va îngriji de identitatea echipei - sarbatorind aniversari, victorii, marcând sosirea sau plecarea unor membri cu caldura si ritualuri de trecere, toate contribuind la sentimentul identitatii Ne formam identitatea în functie de grupul caruia apartinem, la serviciu sau în afara muncii, motiv pentru care vrem sa ne simtim mândri de acest lucru Liderul are aici un rol decisiv, fiindca trebuie sa arate curajul de a apela la alte proceduri decât cele practicate în majoritatea organizatiilor pentru a oferi servicii mai bune pentru clienti, precum si o atmosfera sanatoasa, de optimism si siguranta pentru membri Esenta conducerii eficiente presupune caldura, fiindca aceasta sta la baza oricarei comunitati sau echipe reusite (West, 2003) 4 2 3 : Managementul echipei A doua componenta a rolului de conducere este managementul, adica faptul de a se asigura ca membrii stiu exact care sînt obiectivele echipei, rolurile lor în aceasta si obiectivele lor Managementul se refera la stabilirea si recapitularea regulata a obiectivelor comune, a rolurilor membrilor si a structurii echipei, precum si la asigurarea feedback-ului formal cu privire la activitatea desfasurata De asemenea, managerul trebuie sa cerceteze daca indivizii sînt constienti de nivelul performantei lor Managementul echipei înseamna impunerea unor obiective comune si precise Colectivul trebuie sa negocieze scopurile particulare în raport cu directiile generale obligatorii trasate de lider Managerul trebuie sa asigure un înalt grad de adecvare si concordanta între obiectivele organizationale, orientarea si scopul echipei Se impune redactarea unui raport care sa clarifice aceste elemente membrilor grupului si organizatiei, facând posibila evaluarea succesului echipei Managementul echipei înseamna clarificarea rolurilor membrilor acesteia Liderul trebuie sa se asigure ca fiecare stie care sunt atributiile celorlalti Este important ca fiecare rol sa fie - macar partial - unic pentru persoana, precum si important pentru restul grupului si pentru atingerea obiectivelor Managementul echipei se refera la dezvoltarea rolurilor individuale Pentru o functionare eficienta, rolurile si sarcinile individuale trebuie vazute ca fiind ceva complet si semnificativ, dându-le membrilor sansa de a progresa, de a-si perfectiona si exersa deprinderile (Hackman si Oldham, 1976) Pentru a-si pastra motivatia, entuziasmul si dedicarea, oamenii au nevoie de sarcini interesante în sine, care sa-i provoace, sa le stimuleze creativitatea si sa-i faca sa devina mai performanti Managerul trebuie sa-i ajute pe indivizi sa stabileasca anual obiective care sa le cultive abilitatile, sa ceara noi cunostinte si sa le trezeasca interesul Managementul echipei reprezinta evaluarea contributiilor individuale Un rol important al liderului este acela de a se asigura ca aportul individual la obiectivul general al echipei este evaluat formal, astfel încât oamenii sa primeasca feedback clar cu privire la munca acuta Feedback-ul se acorda, de regula, o data pe an, desi ar fi mai bine sa se faca mai des acest lucru (Murphy si Cleveland, 1995) Pentru a desfasura o activitate profitabila, indivizii au nevoie regulat si de feedback constructiv referitor la propriul mod de lucru Aceasta de obicei are loc în cadrul raportului anual sau prin intermediul interviului recapitulativ: indivizii primesc feedback asupra performantei de-a lungul întregului an de la persoanele cu pozitii superioare Având în vedere ca structurile plane duc la cresterea ariei de control, si reteaua de contact devine mai mare pentru fiecare angajat, aceasta modalitate de acordare a feedback-lui devine din ce în ce mai ineficienta Mai mult, filosofia echipei spune ca echipa si nu liderul trebuie sa evalueze contributia membrilor (West si Markiewicz, 2003) Procedura este directa: indivizilor li se cere sa evalueze deprinderile si activitatea colegilor, dupa care se colecteaza feedback-ul (de regula, cu ajutorul unui chestionar) de la fiecare membru: de la lider si de la restul echipei Chestionarul masoara performanta în functie de competenta prestabilita, inclusiv deprinderile cerute de lucrul în grup Se analizeaza raspunsurile si se acorda feedback fiecarui individ în parte Abordarea amintita îmbunatateste comunicarea din echipa, sporeste sentimentul de proprietate si implicarea si încurajeaza practica feedback-ului de echipa, asigurând, astfel, membrilor: • evaluarea contributiei lor la randamentul echipei, conform telurilor prestabilite derivate din obiectivele globale ale grupului; • evaluarea modului de îndeplinire a rolului pe care îl au în echipa; • evaluarea contributiei lor în domeniul comunicarii, al fixarii obiectivelor, al acordarii feedback-ului pentru alti colegi, al planificarii si coordonarii, al rezolvarii colective a problemelor, al aplanarii conflictelor, al inovatiei si suportului; • evaluarea contributiei lor la atmosfera echipei si la maniera de lucru Acordarea feedback-ului se poate face în mai multe feluri: • liderul aduna parerile membrilor cu privire la chestiuni prestabilite, confrunta informatiile si acorda feedback individual; • în cadrul recapitularii activitatii echipei, se discuta si realizarile individuale, uneori cu ajutorul unui mediator din afara; • se desemneaza un subgrup din echipa care sa evalueze contributiile individuale si sa asigure feedback doar în aria respectiva Dintre principiile importante, amintim faptul ca: procesul trebuie sa-i ajute pe angajati sa-si clarifice obiectivele de lucru; sa-i ajute sa se simta importanti, respectati si sustinuti si sa identifice mijloacele de a atinge progresul personal scontat Managementul echipei înseamna asigurarea feedback-ului cu privire la activitatea echipei În urma acordarii unui feedback clar si constructiv se obtin beneficii considerabile, desi, uneori, opiniile membrilor sînt neglijate Acestia pot primi feedback asupra propriilor realizari, dar rareori se evalueaza sistematic performanta echipei O organizatie formata din echipe trebuie sa fixeze o serie de criterii în acest scop Astfel, grupurile pot fi evaluate în functie de: Rezultatele echipei - performanta echipei care este definita si evaluata cel mai bine de catre „clientii” acesteia Viabilitatea echipei - capacitatea sustinuta a membrilor de a lucra bine împreuna Daca unii ajung sa refuze colaborarea cu un alt coleg, este mai mult ca sigur ca echipa nu a dat randament Lipsa de comunicare dintre indivizi nu anunta un viitorul fericit! Progresul si bunastarea membrilor echipei - acumularea cunostintelor, progresul membrilor si satisfactia lor Indivizii învata mult unul de la celalalt, în cazul unei bune functionari Sanatatea mentala a membrilor echipei - stresul sau multumirea de sine ca rezultate directe ale muncii în echipa Inovatiile din echipa - introducerea unor modalitati noi si îmbunatatite de lucru Acesta este cel mai bun instrument de masura a functionalitatii grupului Prin definitie, echipele trebuie sa fie izvoare de creativitate si inovatie, de vreme ce reunesc indivizi cu diverse cunostinte, orientari, deprinderi, aptitudini, atitudini si experiente într-un proiect comun, creând, astfel, conditiile ideale pentru ingeniozitate Relatiile dintre echipe - cooperarea cu alte echipe si departamente din cadrul organizatiilor Echipele nu trebuie sa fie numai unite, ci este necesar sa coopereze si cu alte echipe si departamente În caz contrar, coeziunea nu face decât sa accentueze izolarea în cadrul organizatiei, subminând eforturile colective de a îndeplini obiectivele organizationale 4 2 4 : Erorile si avantajele conducerii Chiar daca sînt inteligenti si priceputi, liderii pot face erori care sa aiba consecinte dezastruoase Robert Sternberg (2002) a identificat patru tipuri de convingeri gresite care îi induc în eroare pe conducatori, uneori cu urmari grave: • Eroarea egocentrismului: Liderii considera ca totul se învârte în jurul lor si iau în calcul doar propriile interese si nevoi atunci când iau o decizie importanta • Eroarea omniscientei: Liderii pot sti multe, dar e o eroare sa creada ca stiu totul • Eroarea omnipotentei: Liderii cred ca sînt atotputernici si pot face ceea ce vor, fara sa se gândeasca la legitimitatea sau moralitatea faptelor lor • Eroarea invulnerabilitatii: Liderii cred, câteodata, ca li se permite orice, ca pot scapa nepedepsiti, ca se pot sustrage de la raspundere Liderii tind mai ales sa devina victimele acestor erori, deoarece, cu cât puterea lor creste, primesc mai mult respect, supunere neconditionata si autoritate Numai ca întelepciunea nu vine neaparat odata cu puterea Întelepciunea se poate defini astfel: „canalizarea inteligentei si creativitatii spre un bine comun, tinând cont atât de interesele personale, cît si de cele ale altor indivizi, si insuflarea de valori etice si morale" (Sternberg, 2003, p 5) Managerul trebuie sa-si exprime parerii subiecte cu prime la activitatea echipei, dar feedback-ul este, în general, bazat pe date calitative si cantitative, pe cît posibil, obiective De asemenea, poate fi vorba si de feedback-ul acordat de cei afectati de munca în echipa Managementul înseamna si recapitularea proceselor, strategiilor si obiectivelor de grup „Reflexivitatea sarcinii" reprezinta o contributie importanta la eficienta activitatii echipei, desemnând masura în care o echipa discuta deschis si activ si modifica obiectivele, strategiile sau procedurile în vederea maximizarii operativitatii Cu alte cuvinte, toate echipele trebuie sa aloce timp revizuirii scopurilor si procedurilor utilizate pentru a le modifica daca este cazul Rolul managerului este sa se asigure ca exista un grad mare de învatare cu bucla dubla sau de reflexivitate în echipa prin stabilirea revizuirii periodice a obiectivelor, metodelor, structurilor si proceselor echipei Cei responsabili de luarea unor decizii complexe trebuie sa organizeze astfel de activitati macar o data la sase luni, aducând în discutie succesele obtinute în perioada respectiva, dificultatile întâmpinate, precum si eventualele esecuri ale echipei De regula, pentru a convoca membrii la o sedinta, managerul trebuie sa întrerupa ziua de munca 4 2 5 : Favoritismul De obicei, din comportamentul liderilor deducem ca exista un grup în centrul echipei si altul la periferia acesteia În mijloc sînt membrii pe care conducatorii îi considera competenti si agreabili, iar la margine - cei vazuti ca fiind mai dificili si mai putin competenti Liderii tind sa atribuie succesele membrilor principali, ca rezultate ale abilitatilor lor, si esecurile, circumstantelor neasteptate; cu celalalt grup procedeaza exact invers Reflectând asupra situatiei, conducatorii au recunoscut ca acorda mult mai putin timp discutiilor si întâlnirilor cu indivizii considerati neînsemnati În schimb, ei nu-si dau seama ca toti ar putea decide cine e în centru si cine la periferie Situatia de fata creeaza resentimente, subminând eficienta echipei Ca atare, conducatorii trebuie sa petreaca mai mult timp cu cei de care sînt nesiguri sau pe care îi gasesc mai putin agreabili, instruindu-i si îmbunatatind relatiile cu ei, în vederea integrarii lor si a eliminarii grupului periferic (Graen si Scandura, 1987) Instruirea se refera la facilitarea si managementul proceselor zilnice care au loc în echipa presupunând mai degraba ascultare decât administrare Daca managementul se axeaza pe supraveghere, pe acordarea feedback-ului si comunicarea informatiilor referitoare la întreaga organizatie, instruirea este un proces mai putin formal, în care instructorul asculta, da sfaturi, îndrumari si sugestii membrilor echipei Instruirea constituie efortul zilnic al liderului de a-i ajuta pe membri sa realizeze obiectivele propuse si performanta dorita prin intermediul sprijinului precis si constant, încurajarii, îndrumarii si feedback-ului Este procesul care diminueaza eforturile individuale si colective ale indivizilor Acest concept se bazeaza pe faptul ca este nevoie si de îndrumare adecvata, si de crearea conditiilor în care membrii pot descoperi singuri moduri de a deveni mai performanti Instruirea presupune detinerea deprinderilor esentiale: • de a asculta • de a exterioriza sentimente • de a acorda feedback • de a cadea de acord asupra obiectivelor ?? Capacitatea de a asculta Este principalul atribut al instructorului si cuprinde patru elemente: ascultarea activa, cea deschisa, încurajarea comunicarii si reflectia 1 Ascultarea activa - presupune implicare în procesul de ascultare Este usor, la sedintele cu membrii echipei, sa dai din cap în semn de aprobare, parând interesat si preocupat, când, de fapt, te gândesti la cu totul altceva Sa asculti în mod activ înseamna sa acorzi atentie evidenta celor din jurul tau si sa interpretezi simultan ceea ce spun, adica sa „asculti printre cuvinte" Acest lucru cere mult exercitiu 2 Ascultarea deschisa - se refera la dublarea capacitatii de a asculta printr-o minte deschisa, care se abtine sa judece, pentru a permite individului sa-si expuna ideea Liderul nu trebuie sa presupuna ca stie raspunsul înainte ca persoana respectiva sa fi prezentat problema si sa fi spus ce are de spus A-l asculta pe celalalt cu o minte neîngradita de prejudecati implica evitarea criticii pentru a da angajatului sansa sa-si comunice sau sa explice ideea pâna la capat Cea mai buna strategie de rezolvare a problemelor este alocarea a cât mai mult timp pentru clarificarea acestora înainte de cautarea solutiilor În nici un caz nu este profitabil sa gasim rezolvari pentru probleme gresite! Prin urmare, liderul echipei are datoria de a-i încuraja pe membri mai curând sa studieze adânc problemele decât sa ofere solutii Acesta este un lucru deosebit de important, dar dificil de aplicat în realitate Instruirea presupune sa avem rabdare pâna când membrii si-au clarificat foarte bine natura obstacolului si sa le acordam sansa de a descoperi singuri calea de iesire Aceasta îi va ajuta sa învete, nu sa fie dependenti de altii În anumite situatii e recomandabil ca liderul sa rezolve problemele, dar aceasta nu se preteaza la modelul de instruire 3 Încurajarea comunicarii Capacitatea de a asculta presupune încurajarea membrilor de a-si comunica ideile, sentimentele, aspiratiile Întrebari „deschise" de tipul „De ce?", „Cum?", „Cine?" sunt de mare ajutor Scopul este de a-i face pe indivizi sa-si articuleze si sa-si dezvolte un mod propriu de percepere a problemei semnalate liderului Întrebarile „închise" sînt cele la care se raspunde cu „da" si „nu", de exemplu: „Faptul ca muncesti atât de mult îti creeaza dificultati acasa ? În aceasta situatie, o întrebare deschisa potrivita ar fi: „Ce efecte are timpul petrecut la serviciu asupra vietii tale?” Din nou instructorii tind sa includa problema în formularea întrebarii Când un angajat se plânge ca petrece prea mult timp la lucru, seful poate face greseala de a-i adresa o întrebare doar aparent deschisa, dar care în realitate, este închisa si influenteaza raspunsul: „De ce întâmpini dificultati daca acorzi prioritate carierei? " Un instructor experimentat ar întreba„"De ce crezi ca se întâmpla acest lucru?”, „Cu ce fel de presiuni te confrunti? ", „Ce crezi despre ele? " 4 Ascultarea reflexiva - se refera la întelegerea problemelor care ne stat prezentate, implicând în principal, capacitatea de a rezuma afirmatiile anterioare, cum ar fi: „Prin urmare, vrei sa spui ca, desi îti place ceea ce faci, ai vrea sa ai mai multa libertate pentru a-ti contura si a-ti realiza propriile proiecte?" Din nou, liderul nu trebuie sa includa în interpretare natura problemei, ci doar o încercare bine intentionata de a reformula si rezuma informatia primita Aceasta constituie un element semnificativ al instruirii, ajutându-i pe indivizi sa aprofundeze anumite aspecte ale muncii lor Ascultarea reflexiva are un impact puternic, deoarece: • Permite ascultarea activa a ceea ce spun membrii echipei • Comunica individului dorinta dumneavoastra sincera de a întelege ceea ce vi se transmite • Va da sansa de a va corecta greselile de întelegere • Va ajuta sa fiti siguri ca ati înteles bine ce spune interlocutorul • Creeaza empatie si întelegere reciproca Cercetarile legate de interactiune au aratat însa ca asemenea afirmatii rezumative îi încurajeaza, în mod normal, pe indivizi sa elaboreze informatiile si nu doar sa comenteze asupra valabilitatii acestora Ascultarea reflexiva faciliteaza, nu reduce explorarea ?? Recunoasterea si exteriorizarea sentimentelor Daca rolul unui lider este de a înlesni munca si experientele subordonatilor sai, el trebuie sa aiba în vedere întreaga persoana si nu doar anumite laturi considerate fara probleme Pentru a obtine performante, este uneori adecvat si necesar sa alocati timp cercetarii si clarificarii sentimentelor membrilor Exteriorizarea fara ezitare a sentimentelor constituie un element important în atingerea eficientei Din când în când, liderii vor avea de-a face cu suparari si frustrari, fiind uneori chiar ei suparati sau frustrati din cauza anumitor membri Abordarea corecta a acestor sentimente la timpul potrivit constituie un aspect esential al instruirii Nu înseamna însa ca liderii au datoria de a investiga fiecare nuanta a frustrarilor sau a reactiilor emotionale ale membrilor Ei trebuie sa le dea indivizilor sansa de a-si exprima si analiza sentimentele atunci când sînt semnificative Cei care se simt supraîncarcati sau au dificultati cu colegii pot avea nevoie sa se descarce înainte sa fie capabili sa analizeze raportul dintre sarcinile si prioritatile pe care le au Adeseori, concentrarea asupra sentimentelor determina actiunile, în timp ce emotiile ramân ascunse, ne-exteriorizate, daca ne concentram asupra faptelor Comunicarea trairilor are efecte benefice nu doar asupra starii psihice momentane a persoanei, ci si asupra capacitatii de a face fata unei forme similare de stres în viitor Liderii ar trebui sa-si exprime sentimentele în mod constructiv, fara a aduce acuzatii ?? Acordarea feedback-ului Feedback-ul este un termen des folosit în organizatii, dar de multe ori gresit înteles si rareori practicat Feedback-ul presupune a crea reactii clare fata de un anumit tip de comportament, în mod conjunctiv si sensibil Acordarea feedback-ului se refera la faptul de a fi precis si de a te concentra asupra comportamentului membrilor si a consecintelor generate de acestia Feedback-ul nu înseamna sa le zâmbesti oamenilor sau sa-i bati pe umar în semn de încurajare Aceasta ar putea parea o atitudine superioara sau un semn de autoritate paternalista a liderului fata de membri Mai degraba feedback-ul ar trebui sa fie directionat spre consolidarea si îmbunatatirea activitatii din echipa Feedback-ul cel mai eficient în modificarea si modelarea comportamentului trebuie oferit imediat dupa manifestarea comportamentala În cadrul organizatiilor feedback-ul este amânat frecvent pâna la sedinta anuala de evaluare, ceea ce are un impact redus asupra comportamentului Liderul (si chiar toti membrii) ar trebui sa asigure zilnic feedback celorlalti indivizi Feedback-ul pozitiv este mult mai eficient în modificarea comportamentului decât cel negativ Este mai bine sa se ofere mai mult feedback pozitiv decât negativ (95% fata de 5% e un raport corect) Dar pentru ca recunoastem mai degraba discrepanta dintre comportamentul dorit si cel real, la locul de munca balanta este de multe ori înclinata în favoarea feedback-ului negativ, ca o consecinta fireasca a reactiei noastre la mediul înconjurator Atunci când dorintele nu se suprapun cu realitatea tindem sa sesizam mai ales neconcordantele Ca atare, liderul trebuie sa fie mereu atent sa identifice exemple constante de concordanta - acolo unde ea exista între asteptari si realitate - si nu de discrepanta, pentru ca apoi sa asigure feedback ?? Stabilirea de comun acord a obiectivelor Principala sarcina a liderului este aceea de a se asigura permanent ca echipa stie exact care sînt obiectivele comune si individuale, precum si orientarea generala Un principiu fundamental al comportamentului angajatilor spune ca stabilirea scopului are o influenta decisiva asupra activitatii (Locke si Latham, 1991) Rolul liderului este sa-i ajute pe subordonati sa-si clarifice obiectivele si sa cada de acord asupra lor Este foarte important pentru eficienta ca munca sa fie distribuita în mod egal între angajati De asemenea, este responsabilitatea liderului (dar si a membrilor) sa se asigure de faptul ca nimeni nu este depasit de atributiile pe care le are, astfel încât sa nu poata face fata 4 3: Capcane pentru liderii de echipa Richard Hackman (1990, 2002) a identificat patru tipuri de capcane are pot determina esecul liderilor: 1 Numirea colectivului de munca „echipa", dar tratarea membrilor în mod individual În echipa se pot stabili responsabilitati individuale, ca apoi, activitatile fiecaruia sa fie subordonate de lider, astfel încât suma eforturilor combinate ale membrilor sa dea nastere produsului întregii echipe A doua strategie este aceea de a desemna o sarcina si a le atribui indivizilor raspunderea de a identifica modul în care o pot duce la capat Hackman sustine ca un procedeu mixt, în care oamenilor li se spune ca sunt o echipa, fiind însa tratati ca indivizi separati, cu propriile performante si recompense, nu face decât sa duca la confuzie si ineficienta Performantele individuale sunt rasplatite cu bonusuri, fara a se acorda atentie grupului Similar, carierele indivizilor sunt luate separat, ei fiind uneori în competitie Prin urmare, lucrul în echipa este inhibat, membrii luptându-se sa-si atinga propriile scopuri, fara a coopera în vederea realizarii obiectivelor comune Ca sa ne bucuram de beneficiile muncii în echipa, trebuie sa cream un grup adevarat Nu este suficient doar sa numim niste oameni „echipa" sau sa îi îndemnam sa lucreze împreuna, ci trebuie sa fixam limitele grupului, sa definim sarcina ca pe o responsabilitate colectiva si sa le acordam membrilor autoritatea de a administra procesele interne si relatiile echipei cu entitati externe cum ar fi clienti sau colaboratori (Hackman, 1990, p 495); 2 Exacerbarea sau diminuarea autoritatii Exercitarea autoritatii genereaza anxietate atât la membri, cît si la lideri Printre modalitatile nepotrivite de rezolvare a anxietatii se numara si exercitarea unei puteri excesive sau, dimpotriva, mult prea diminuate Conducerea apeleaza la afisarea autoritatii în anumite privinte si la mascarea acesteia în altele; sau altfel spus, acordarea sau îngradirea autonomiei, în functie de ariile în discutie Liderii nu trebuie sa se scuze în privinta autoritatii pe care o detin pentru a impune o anume directie echipei, pentru ca aceasta constituie o contributie fundamentala la eficienta grupului În acelasi timp, echipelor trebuie sa li se dea dreptul (cu limite precise) de a alege mijloacele de executare a sarcinilor Astfel, echipa capata un sentiment de putere si nu de constrângere datorita fixarii unor directii clare Diminuarea autoritatii poate duce la prea multa libertate sau chiar la haos, în lipsa unei directii echipa se va scufunda în nesiguranta si va fi lipsita de motivatie si angajament Pe de alta parte, liderul poate afisa o autoritate prea mare, împiedicându-i pe indivizi sa lucreze ca o echipa O greseala tipica este aceea de a da prea multa autonomie atunci când echipa se afla într-un stadiu incipient, când are nevoie de îndrumare, si de a interveni apoi prea brusc, daca apar probleme în desfasurarea activitatii grupului 3 Simpla formare a unui grup mare Atunci când configuratia grupului este neclara iar structurile si responsabilitatile nu au fost stabilite, membri pot cadea victime unor fenomene precum lenea sociala sau „atitudinea de profitor” descrise anterior Hackman sustine ca sînt necesare trei elemente importante pentru o structura stabila Întâi, este nevoie de o sarcina bine planificata care sa fie însemnata si sa-i motiveze pe membri, asigurându-le, în acelasi timp, suficienta autonomie pentru a o duce la bun sfârsit si pentru a primi feedback direct cu privire la rezultate Apoi, echipa trebuie sa fie bine închegata, cu un numar mic de membri, care sa realizeze eficient proiectul si sa aiba combinatia ideala de deprinderi si resurse, iar al treilea rând, echipa trebuie sa dispuna de informatii foarte clare si precise asupra limitelor autoritatii si responsabilitatii sale, astfel încât membrii sa nu se aventureze dincolo de scopul desemnat sau sa ia decizii care nu le intra în atributii 4 Desemnarea unor obiective interesante, fara a acorda atentie sprijinului organizational Echipele din organizatii primesc uneori obiective „solicitante" si complexe, care cer realizarea unor sarcini extrem de stimulatoare Aceasta poate contribui la cresterea performantei, stimulându-i pe membri Daca organizatiile asigura resurse inadecvate, atunci este mai mult ca sigur ca echipa nu va reusi sa duca sarcina la bun sfârsit Resursele-cheie sunt: • un sistem de recompensare care recunoaste si rasplateste rezultatele deosebite ale echipei, nu doar cele individuale; • un sistem educational care asigura instruirea necesara a deprinderii cerute de obiectivele propuse; • un sistem de informatii care asigura datele necesare atingerii obiectivelor într-o maniera adecvata; • resursele materiale necesare, precum fonduri, echipament tehnic, spatiu agreabil si personal În multe organizatii nu se acorda prea multa atentie modului în care echipele - si nu indivizii - pot fi recompensate sau dotate cu resursele si informatiile necesare Acest lucru are loc în ciuda faptului ca organizatiile formate din echipe devin din ce în ce mai numeroase atât în sectoarele publice, cît si în cele private De asemenea, desi lucrul în grup este considerat la ora actuala elementul de baza al functionarii organizatiilor, persoanele care coordoneaza echipele sau lucreaza în cadrul lor nu sînt suficient instruite Prin urmare, liderii trebuie sa depuna un efort considerabil ca sa-si exercite influenta vertical si orizontal, pentru a asigura echipelor sisteme de sprijin adecvate în organizatii 5 Convingerea ca membrii au deja competenta necesara lucrului în echipa Liderii au datoria de a interveni - din când în când - pentru a spori eficienta echipei Momentul în care actioneaza este, de asemenea, important Conducatorii grupului trebuie sa-si faca timp sa-i instruiasca si sa-i ajute pe membri si echipa în general sa gestioneze momentele dificile, dar si perioadele de succes; este o greseala sa consideram ca indivizii pot face fata singuri noilor provocari Conducerea unui grup presupune constientizarea constanta a proceselor care au loc în cadrul acestuia, precum si interventia activa la momentul potrivit pentru un randament mai bun Munca în echipa nu înseamna democratie oarba, ci învatarea continua a strategiilor de a lucra mai creativ si mai eficient împreuna 4 4: Cultivarea abilitatilor de conducere a unei echipe Cel putin o data pe an, liderul trebuie sa le ceara membrilor grupului feedback cu privire la cît de bine îsi îndeplineste rolul de conducator: • „În ce masura am reusit sa va asigur o directie clara în munca pe care o aveti de facut?”; • „Sunteti entuziasmati si motivati de ceea ce faceti?”; • „Sunteti convinsi ca sarcina pe care o aveti de executat necesita lucru în echipa?”; • „În ce masura ne solicita sarcina ? Credeti ca necesita valorificarea la maximum a deprinderilor? Cum ar putea fi munca pe care o facem mai stimulatoare si mai interesanta?”; • „În ce masura autoritatea pe care v-o acord este suficienta pentru a avea succes?"; • „Considerati ca va dau destule informatii cu privire la gradul de performanta al echipei?"; • „Credeti ca îmi calculez bine interventiile pentru a ajuta echipa lucreze bine sau vi se pare ca intervin în mod nepotrivit (cereti întotdeauna exemple)?"; • „Am suficienti membri pentru a lucra eficient? "; • „Am destule resurse, informatii, spatiu si experienta pentru a îndeplini sarcina propusa ?"; • „Cât de multumiti sunteti de recompensele pe care le obtineti ca «gripa (mai degraba decât individual) în urma realizarii sarcinilor?” 4 4 1 : Inteligenta emotionala: dezvoltarea constiintei de sine Inteligenta emotionala este cea care va asigura succesul ca lider (Goleman, 2002) Aceasta are patru elemente: constiinta de sine, autocontrolul (a învata sa-ti controlezi reactiile), constiinta sociala (empatia) si coordonarea relatiilor Cum putem sa ne dezvoltam constiinta de sine, cel mai important element îl inteligentei emotionale ? 1 Începeti sa scrieti un jurnal despre cum v-ati simtit pe parcursul zilei de lucru, notând dispozitia generala, starea din timpul discutiilor cu anumiti membri sau la sedinte Mentionati când anume v-ati simtit bine, când rau si de ce 2 Cititi jurnalul la sfârsitul fiecarei saptamâni si cautati regulile dupa care se conduc sentimentele dumneavoastra pentru a deveni constient de felul în care reactionati 3 De asemenea, fiti mereu atent Încercati sa va examinati de 10 ori pe zi si notati ceea ce simtiti Cu alte cuvinte, exersati-va constiinta de sine ca un atlet 4 Luati-va zilnic 20-30 de minute libere pentru a reflecta în liniste Puteti face acest lucru închizându-va în birou sau blocând apelurile de telefon; sau puteti merge la plimbare singur, pentru a va gândi în liniste si pace 5 Fixati-va momente de reflectare o data sau de doua ori pe zi Un moment bun este dimineata si înainte de masa de seara (sau chiar în timpul calatoriilor cu trenul sau avionul) Meditatia va dezvolta automat constiinta de sine 6 Notati starea pe care o aveti în momentul în care ajungeti la serviciu: sunteti optimist, încrezator, entuziast sau deprimat, nervos, suparat? 7 Tineti minte ca rolul de lider si manager consta în a-i ajuta pe subordonati, fara a le induce propriile dispozitii Ca atare, încercati sa afisati o atitudine pozitiva în modul de abordare g vietii si a lucrului, fiind entuziast si optimist, precum si - deosebit de important - încurajând buna dispozitie si umorul 8 Gânditi pozitiv si va veti simti bine Punând aceste întrebari, liderii vor primi feedback precis ca privire la abilitatile lor si vor putea sa îmbunatateasca punctele aparent slabe Obtinerea feedback-ului presupune curaj, dar membra echipei îl privesc ca pe un semn de competenta si abilitate, nu ca pe o slabiciune (Ashford si Tsui, 1991) Exista doua moduri principale de conducere, numite conducere transformationala si conducere tranzactionala (Howell si Avoliol 1993; Yukl, 1998) Liderii pot deveni mai performanti prin practicarea primului tip de coordonare amintit Cei care adopta stilul tranzactional se concentreaza pe tranzactii - schimburi si recompense sau penalizari aplicate membrilor pentru a le schimba comportamentul Ei acorda atentie în primul rând sarcinii si atingerii unui nivel înalt de performanta Liderii transformationali îi încurajeaza pe angajati, determinându-i sa-si modifice parerea despre ei însisi si despre munca pe care o fac Ei se bazeaza pe carisma si pe abilitatea de a fabrica o imagine tentanta a viitorului; fac apel la sentimente si ideologie pentru a schimba comportamentul echipei, de la interesul individual pentru valoarea muncii la interesul pentru întreaga echipa, contribuind la buna functionare a organizatiei Ambele modalitati de a conduce sunt sînt eficiente, de vreme ce stimularea sau rasplata pot duce la o activitate profitabila, dar trecerea de la un stil la altul în functie de situatie îi ajuta pe lideri sa coordoneze cel mai bine echipa Cu toate acestea, majoritatea opteaza pentru modul tranzactional, care e mai putin eficient folosit singur Conducerea transformationala pare sa dea rezultate mai bune în general (Bass, 1990; Howell1993) Stilul transformational se poate dezvolta prin încurajarea carismei Aceasta presupune sa înveti sa fii optimist (dar nu nerealist) si afisezi sentimente pozitive precum entuziasmul, aprecierea, placerea, bucuria si euforia, mai degraba decât cele negative cum ar fi supararea, îngrijorarea, nemultumirea sau iritarea Daca raspândesti energie pozitiva la locul de munca, cei din jurul tau vor fi influentati si ei Proasta dispozitie te împiedica sa devii mai deschis De asemenea stilul transformational implica si stimularea membrilor prin prezentarea unei imagini atractive a ceea ce pot realiza si a mijloacelor de care dispun, ceea ce înseamna sa te gândesti mereu la vrea sa faca echipa, sa întocmesti planuri întelepte si eficiente care sa aiba succes; apoi, sa comunici, sa discuti si sa livrezi aceste planuri echipei Astfel, indivizii vor deveni mai constienti de ceea ce au realizat, de importanta sarcinii lor pentru organizatie si vor fi motivati sa atinga obiectivele si sa execute bine îndatoririle Mai mult, vor fi motivati sa munceasca pentru binele grupului si al organizatiei si nu doar pentru profitul sau câstigul personal Va veti transforma membrii si daca veti aloca o cantitate considerabila de energie gândindu-va cum sa-i ajutati sa-si dezvolte cunostintele, deprinderile, abilitatile, cariera, precum si prin discutii si planuri facute împreuna Procedând astfel, îi veti determina sa se concentreze asupra propriei evolutii, sa-si îmbunatateasca deprinderii capete siguranta si sa-si satisfaca necesitatile umane fundamentale: cresterea, dezvoltarea si descoperirea prin explorarea mediului în care traiesc Aceasta înseamna, bineînteles, ca pot da rezultate mult mai bune si ca, în consecinta, vor avea mai multe satisfactii (West, 2003) 4 4 2 : Adaptarea stilului de conducere în functie de situatie Un alt mod de a privi functia de coordonare a unei echipe are în vedere patru stiluri generale: directiv, orientat spre rezultate, încurajator si concentrat pe facilitare Primele doua sunt, în primul rând, tranzactionale, iar ultimele - transformationale Alegerea unei metode depinde, pe de o parte, de tipul de personalitate, pe de alta parte de situatie, ceea ce presupune un echilibru între sarcina propusa (cît este de clara si previzibila) si nivelul de competenta, motivatie si încredere al membrilor Atunci când oamenii nu au o sarcina precisa sau clara de executat si nici un nivel ridicat de competenta sau de siguranta, trebuie ales stilul tranzactional directiv, stabilind obiectivele si acordând îndrumari si recompense adecvate Un stil (transformational) încurajator care consta în exprimarea întelegerii pentru ceilalti este mai util atunci când sarcina este clara si previzibila, dar membrii prezinta un grad redus de deprinderi, abilitati, încredere sau motivatie În sfârsit, stilul (transformational) concentrat pe facilitare, caracterizat de faptul ca liderul se consulta cu ceilalti membri înainte de luarea unei decizii, este mai adecvat în cazul în care sarcina este complexa si neclara, dar membrii sînt foarte priceputi si motivati O alta trasatura pe care trebuie sa si-o dezvolte coordonatorii (daca nu o au deja) este modestia, care presupune sa fie constienti de propriile defecte, de punctele tari ale celorlalti si de faptul ca puterea pe care o au nu le da dreptul sa se comportam inadecvat, arogant sau într-o maniera insensibila Un vechi precept al budimului Zen, valabil pentru toti, dar aplicabil mai ales în cazul liderilor, spune ca trebuie sa „ne aratam nestiutori, sa ne aratam întotdeauna nestiutori" 4 5: Echipe cu autoadministrare sau auto-coordonare (echipe auto-dirijate) Într-o mare parte din acest capitol, am sugerat ca un singur membru al echipei ar fi responsabil de managementul, coordonarea sau instruirea acesteia Este mai convenabil, cu siguranta, sa descriem astfel managementul sau conducerea, dar liderul trebuie sa fie constient ca fiecare membru are datoria de a-si asuma raspunderea pentru cele trei aspecte mentionate Daca indivizii se sustrag propriei responsabilitati referitoare la orientare, sprijin, influenta si autoritate în cadrul grupului, atunci echipa nu va lucra foarte eficient Fiecare participant trebuie sa se ocupe de organizarea sedintelor Când unul sesizeaza ca grupul o ia într-o directie gresita, are datoria de a semnala celorlalti imediat acest lucru, în vederea maximizarii eficientei grupului Atitudinile democratica sau autoritara, încurajatoare sau dominatoare, stricta sau mai putin stricta constituie elemente necesare celor în functia de conducere Mult depinde si de moment, de stadiul în care se afla proiectul, de contextul organizational în care se lucreaza, de personalitatile individuale, de competenta membrilor si de caracterul celor delegati sa îi coordoneze Toti membrii sunt responsabili de managementul echipei, fapt care nu trebuie uitat atunci când o persoana este desemnata în functia de lider Coordonarea, instruirea si administrarea eficienta asigura posibilitatea ca deprinderile si abilitatile combinate ale indivizilor sa dea rezultate excelente, realizându-se asadar idealul sinergiei CAP 5: CONSOLIDAREA ECHIPEI Paralel cu transformarea echipei în principala unitate functionala a organizatiei, au aparut numeroase initiative legate de consolidarea grupurilor, oferite de consultanti, carti introductive sau specialisti în domeniul personalului Totusi evaluarea acestor proiecte a aratat ca, desi au un efect esential asupra comportamentului reciproc al indivizilor impactul asupra executarii sarcinii este scazut (Tannenbaum, Salas si Cannon-Bowers, 1996) Majoritatea initiativelor legate de consolidarea echipelor au în vedere mai ales relatiile dintre indivizi si coeziunea grupului, bazându-se pe ipoteza gresita ca aceasta din urma ar duce la o mai buna realizare a sarcinii S-a constatat ca putinele propuneri care se concentreaza asupra problemelor legate de sarcina, contribuie în oarecare masura (desi limitat) la îmbunatatirea performantei Echipele sunt formate cu un anumit scop Echipele eficiente devin mai unite - ne atasam mai tare de cei cu care împartasim o victorie (Mullen si Copper, 1994) Dar coeziunea nu aduce neaparat succesul Grupurile unite se pot întelege sa nu depuna prea mult efort în cadrul organizatiei; sau pot fi mai preocupate de acordul si afectiunea dintre membri decât de efortul sustinut de a oferi cele mai bune servicii clientilor Succesul da nastere la coeziune, pe când esecul demoralizeaza (Worchel, Lind si Kaufman, 1975) Trebuie sa clarificam tipul de initiativa necesar pentru consolidarea echipei si apoi sa identificam obiective foarte precise, în loc sa presupunem ca o interventie generala va avea efecte benefice Multi se asteapta ca o zi sau doua de modelare a echipei sa determine îmbunatatiri considerabile în privinta activitatii acesteia Probele arata ca interactiunea si efortul constant sunt cele care duc la îmbunatatirea functionarii, mai degraba decât „ajustarile rapide" 5 1: Tipuri de interventii pentru consolidarea echipei Interventiile pentru consolidarea echipei pot fi clasificate în patru tipuri principale, fiecare presupunând o abordare foarte diferita Prin urmare, înainte de a începe o interventie, echipa ar trebui stie care este modul de abordare necesar 5 1 1 : Încalzirea echipei Acest mod de consolidare este caracteristic unei echipe care abia îsi începe existenta si necesita clarificarea obiectivelor, a strategiilor, a proceselor si a rolurilor Perioada de început are o influenta semnificativa asupra evolutiei ulterioare si asupra eficientei, mai ales în timp de criza Interventiile de încalzire pot ajuta la crearea etosului, la determinarea unei directii clare si la stabilirea modului de lucru Ele includ luarea masurilor pentru ca: • echipa sa primeasca o sarcina completa si semnificativa; • obiectivele sa fie clare; • fiecare membru sa aiba o sarcina completa, semnificativa si interesanta în sine; • activitatile membrilor sa poata fi evaluate; • activitatea generala a echipei sa fie monitorizata si membrii sa primeasca feedback regulat si precis cu privire la performanta individuala si colectiva; • în cadrul echipei sa existe mijloace de comunicare si revizuire Introducerea în faza incipienta a procedurilor stabilite în toate ariile functionarii echipei constituie o tentativa ambitioasa Efortul ar trebui canalizat mai degraba spre determinarea si clarificarea obiectivelor si a rolurilor generale ale echipei; instituirea feedback-ului cu privire la performanta individuala si cea colectiva; stabilirea mecanismelor necesare comunicarii si recapitularii regulate a tuturor aspectelor legate de functionarea echipei 5 1 2 : Recapitulari formale regulate Recapitularile formale au loc de obicei într-una sau doua zile libere pe parcursul carora echipa trece în revista obiectivele, rolurile, strategiile si procesele, pentru a mentine si a contribui la eficienti grupului Ca si în alte arii ale activitatii umane, recapitularea regulilor poate duce la constientizarea mai profunda a punctelor tari si slabe, a abilitatilor, a elementelor problematice, îmbunatatind pe viitor functionarea echipei Detasarea de munca zilnica în scopul examinarii domeniilor de activitate si reflectarea asupra operativitatii mijloacelor folosite pentru executarea sarcinii sunt importante, indiferent ca este vorba de indivizi, cupluri, familii, echipe sau organizatii S-a constatat adesea ca echipele care acorda importanta recapitulati sînt mai eficiente decât cele care nu procedeaza astfel Când o echipa este preocupata de probleme legate de sarcina si ducerea ei la bun sfârsit, întreruperea activitatii poate fi daunatoare Un moment prielnic este cel de dupa finalizarea unei componente importante a sarcinii Cu toate acestea, daca se fixeaza intervale regulate pentru zile libere, ca de exemplu la sase luni, atunci ele nu interfereaza cu functionarea normala, fiind asteptate si folosite pentru a dezbate anumite probleme identificate de membrii echipei Astfel de întreruperi ale activitatii trebuie sa dureze cel putin o zi, întrucât întotdeauna discutiile depasesc timpul anticipat Durata ideala este de doua zile, dar unele echipe considera acest lucru un lux pe care nu si-l pot permite Este indicat sa petrecem zilele dedicate recapitularii într-un mediu confortabil, departe de locul zilnic de munca E recomandabil ca întrunirile sa aiba loc departe de sediu, pentru a preveni eventuale întreruperi În acelasi timp, sunt multe de spus si cu privire la tipul de confort si de facilitati oferite de hoteluri si sali de conferinte Munca de echipa devine mai placuta în special pentru cei care erau refractari la început, în conditiile în care locurile de întâlnire sunt dotate cu planse pentru grafice, stilouri, pixuri, hârtie, blocnotes-uri, cu împrejurimi agreabile si mâncare buna Banii si timpul investite într-o zi libera bine planificata sunt recompensate peste asteptari de cresterea performantei Toti membrii ar trebui sa participe la astfel de reuniuni, însotiti, atunci când este posibil, de un mediator (facilitator) Acesta îi ajuta sa se concentreze asupra elementelor stabilite, fara a fi distrasi de alte responsabilitati De asemenea, el poate uneori oferi o parere obiectiva în privinta proceselor care au loc si comenta asupra unor eventuale abateri sau obstacole Aceste persoane trebuie alese cu grija, astfel încât sa aiba experienta în interventiile amintite si sa cunoasca activitatea echipei Ideal ar fi ca un psiholog sa joace rolul de mediator, fiind capabil sa aduca dovezi cu privire la desfasurarea lucrului în alte medii organizationale si pregatit sa numeasca indivizii din organizatii care sustin eficienta interventiei Mediatorul trebuie sa fie familiarizat cu studiile relevante despre munca în echipa Este, de asemenea, indicat ca el sau ea sa poata acorda sfaturi referitoare la evaluarea avantajelor initierii acestui tip de activitati Pentru informatii despre mediatori experimentati din Marea Britanie, deosebit de competenti în organizarea unei echipe eficiente, contactati adresa info@ astonod com Zilele dedicate revizuirilor trebuie planificate cu atentie, dar cu suficienta flexibilitate, pentru a permite o abordare adecvata a subiectelor Ca sa obtinem beneficii de pe urma întâlnirii, este esential sa avem un program de lucru bine structurat În plus, este util sa combinam munca individuala, în doi, în sindicate si colectiva, implicându-i pe toti membri grupului Efortul individual este necesar uneori în clarificarea gândurilor si reactiilor la anumite probleme, înainte de confruntarea cu restul echipei Lucrul în doi constituie o modalitate foarte buna de a încuraja toti membrii sa fie activi în procesul de recapitulare a activitatilor De asemenea, pentru unii membri, aceasta metoda este mai sigura, în comparatie cu munca într-un grup mai mare Sindicatul include mici sub-grupuri care colaboreaza, ceea ce îi determina pe indivizii care nu coopereaza în mod normal cu alte persoane sa-si împartaseasca experienta si cunostintele acumulate În sfârsit, implicarea întregului grup este semnificativa, întrucât toti au sentimentul contributiei la rezultatele obtinute Mai mult, minimalizeaza suspiciunile referitoare la eventuale întelegeri secrete sau manevre politice care ar putea avea loc Este imposibil sa epuizam fiecare tema într-o zi Schimbarea comportamentului se dovedeste a fi extrem de dificila, iar încercarea de a modifica echipe complexe într-o singura sedinta pare aproape de neconceput Zilele libere trebuie sa se concentreze asupra unui numar limitat de subiecte cum ar fi obiectivele sau comunicarea Daca sfârsitul întâlnirii este abrupt, iar planurile de actiune, specificate si formulate în mod superficial, atunci înseamna ca interventia s-a extins asupra unui numar prea mare de arii Subiectele de discutie în astfel de reuniuni pot cuprinde: • succesele si dificultatile echipei în ultimele sase luni sau un an si ce putem învata din ele; • recapitularea obiectivelor echipei si relevanta lor; • rolurile membrilor; • calitatea comunicarii; • frecventa interactiunii din echipa; • sedintele, importanta lor, schimbarile necesare pentru îmbunatatirea acestora; • luarea deciziilor în echipa; • performante deosebite ale echipei; • sustinerea inovatiei; • sprijinul social al echipei; • rezolvarea conflictelor; • sustinerea în vederea perfectionarii si progresului individual 5 1 3 : Abordarea problemelor cunoscute legate de sarcina Pentru a investiga anumite probleme cunoscute, echipa trebuie sa-si ia timp liber, ca sa stabileasca exact despre ce este vorba Apoi, membrii propun diverse modalitati de a aborda chestiunea în discutie : planuri de actiune pentru implementarea strategiei alese Când apare o problema si membrii sunt multumiti de identificarea corecta a naturii ei, si nu doar a unui simptom al unui element mai complex nerezolvat, este util sa întrerupem activitatea în scopul unei interventii precise Continutul si desfasurarea acesteia depind mult de tipul problemei 5 1 4 : Identificarea problemelor În cest caz, interventia se axeaza pe diagnosticarea problemelor legate de sarcina Dupa identificarea de comun acord a naturii lor, echipa trece la folosirea strategiilor adecvate care sa previna aparitia lor viitor Exista trei posibilitati pentru un grup care nu da randament si nu are o imagine clara cu privire la cauzele ineficientei Prima presupune organizarea unor dezbateri în care sa se cerceteze si sa se clarifice natura problemelor Cum am precizat mai devreme, timpul alocat acestei initiative este mult mai pretios decât cel destinat încercarii de a gasi solutii Discutiile ample de acest gen pot duce la o identificare corecta a impedimentului O a doua posibilitate este ca membrii sa-si spuna parerile individual si confidential, în forma unor raspunsuri la întrebarile cu final deschis cuprinse într-un scurt chestionar A treia abordare se refera la aplicarea Inventarului asupra Climatului Echipei (un chestionar care examineaza modul de functionare a echipei - vezi Anderson si West, 1998; instrumentul de evaluare este publicat de ASE, Chiswick, London, www ase-solutions co uk ) Acest chestionar, utilizat de mii de echipe, a dat rezultate excelente, fiind extrem de sigur Poate fi folosit eficient ca instrument de diagnosticare a problemelor de functionare a grupurilor si ca un ajutor în identificarea strategiilor asociate cu anumite probleme Pentru ca exercitiul sa dea rezultate, toti membrii trebuie sa-l completeze 5 2: Interventiile legate de procesele sociale Interventiile sociale au în vedere relatiile interpersonale, sprijinul social, atmosfera din echipa, sustinerea în privinta progresului si perfectionarii membrilor si rezolvarea conflictelor Scopul este sa creeze un climat social pozitiv si sa asigure multumirea membrilor Aceste actiuni trebuie realizate atunci când grupul da raspunsuri nesatisfacatoare la una sau mai multe din întrebarile enumerate în exercitiul de mai jos Este bine ca interventiile sa se concentreze asupra unei singure arii, mai degraba decât sa vizeze schimbarea în toate domeniile De exemplu, daca principala problema este lipsa sprijinului social în echipa, o solutie ar putea fi ca membrii sa fie instruiti în tehnici de consiliere reciproca, în care indivizii se angajeaza sa acorde unui coleg o perioada de timp – sa spunem o jumatate de ora sau o ora pe luna - pentru a discuta probleme legate de lucru Este o întelegere mutuala, în care ambii participanti dispun de un interval egal de timp în cadrul sedintei si în care toti membrii primesc sprijin constant Metodele de baza în consilierea reciproca pot fi învatate în cadrul unei interventii sau prin intermediul unui curs Daca problema este legata mai mult de dezvoltare si perfectionare, membrii ar putea sa petreaca o zi identificându-si reciproc deprinderile, experienta sau nevoia personala de progres, ca apoi sa realizeze un plan de actiune referitor la modul adecvat de asigurare a sprijinului necesar Putem aborda problemele cu privire la climatul social general cerându-le membrilor sa accepte reguli simple de comportament pentru îmbunatatirea functionarii, cum ar fi organizarea regulata a diverselor evenimente sociale Planificarea actiunilor si acceptarea normelor respective in cadrul echipei favorizeaza probabilitatea ca intentiile bune sa fie puse în aplicare În cele din urma, daca sesizam la momentul oportun un obstacol în calea rezolvarii conflictelor, putem introduce metode de solutionare bazate pe principiile asertivitatii si negocierii etice (De Dreu si Van de Vliert, 1997, Fisher, Ury si Patton 1999) CAP 6: PLANUL ECHPEI 6 1: Definirea planului echipei Motivul principal pentru care oamenii lucreaza în echipa este existenta unui tel sau scop comun pe care cred ca îl vor îndeplini mai bine muncind împreuna mai degraba decât pe cont propriu Aceasta notiune de plan sau tel comun constituie elementul definitoriu pentru activitatea grupului Alocând timp definirii clare a planului, a telului si a obiectivelor colective, membrii au o sansa mai mare de a fi eficienti si creativi (Pritchard, Jones, Roth, Stuebing si Ekeberg, 1988; Tubbs, 1986) Termeni ca „plan”, „formularea misiunii”, „obiective” sau „scopuri” creeaza confuzie Dimensiunile planului sunt: • Claritate • Valoare stimulativa • Accesibilitate • Gradul de cooperativitate • Dezvoltare Elementele planului sunt: • Conformitatea cu obiectivele organizationale • Necesitatile clientului/destinatarului serviciilor • Calitatea serviciilor, a produselor sau a functionarii • Natura relatiilor din echipa • Valoarea pentru societate în ansamblu • Satisfactii si perfectionarea membrilor • Relatiile cu alte echipe si departamente din organizatie • Relatiile cu alte echipe si indivizi apartinând altor organizatii Planul general reprezinta baza copacului care creste si se hraneste cu sistemul de valori, deprinderi si convingeri ale membrilor echipei Formularea misiunii reprezinta proiectul concret al echipei 6 2: Dimensiunile planului echipei Pentru a formula un plan, trebuie sa avem în vedere mai multe aspecte Acestea includ claritatea, valoarea motivationala, accesibilitatea, masura în care este împartasit de membri si desfasurarea sa În continuare, le vom descrie pe fiecare Claritatea Pentru a-si stabili obiectivele, scopurile si actiunile, echipa trebuie sa aiba un plan bine definit Daca membrii sînt nesiguri în privinta orientarilor, principiilor comune si telului colegilor, le este greu sa articuleze un program clar Pentru aceasta, este necesar ca indivizii sa-si comunice ideile si orientarile legate de munca pe care o fac Apoi, trebuie sa gaseasca termenii adecvati, care sa exprime clar si precis valorile, interesele si motivatiile dupa care se conduc Valoarea motivationala Principiile pe care le urmam influenteaza cantitatea de efort depus Prin urmare, pentru ca echipa sa functioneze eficient, membrii trebuie sa aiba aceeasi idee despre însemnatatea muncii pe care o fac Daca planul echipei reflecta valorile de baza ale acesteia, atunci îi poate stimula pe indivizi sa ramâna fideli si dedicati misiunii, depunând efortul necesar (Locke, 1990; Locke, Shaw, Saari & Latham, 1981; Locke sl Latham, 1991) Lucrul într-un grup în care planul sau principiile sunt lipsite de consistenta este dificil Accesibilitatea „Este cu adevarat liber cel care îsi doreste ceea ce este capabil sa faca si înfaptuieste ceea ce îsi doreste ” (Rousseau) Impunerea unui scop irealizabil poate afecta motivatia Mai mult, poate duce la aparitia problemelor, cum ar fi „atitudinea de profitor” sau lenea sociala În consecinta, dedicarea si motivatia membrilor echipei sunt reduse considerabil, ele depinzând în oarecare masura de natura sarcinii pe care trebuie sa o execute Consensul Planul trebuie sa fie împartasii de toti membrii, acordul depinzând de gradul de negociere Daca membrii considera ca au contribuit esential la conceperea planului, si mai important, ca acesta este în conformitate cu principiile personale, ei vor fi mai motivati si mai dedicatii realizarii lui (Latham si Yukl, 1975, 1976) Capacitatea de dezvoltare Într-un grup, exista pericolul ca deciziile luate la un moment dat cu referire la planul general sa ramâna neschimbate Întrucât echipele evolueaza constant - indivizii îsi schimba opiniile sau principiile si capata noi deprinderi - este important ca si planul sa se modifice în aceeasi directie De asemenea, mediul în care actioneaza echipa este afectat în mod similar; organizatiile vor aplica alte strategii, iar societatea se va conduce dupa alte valori Acum se acorda mai multa atentie flexibilitatii modului de lucru, protectiei mediului si egalitatii sanselor Echipele care nu au luat în considerare aceste lucruri de la bun început probabil ca vor trebui acum sa le dea mai multa importanta Ca atare, planul echipei trebuie revizuit constant pentru a fi mereu viu, evoluat, adus la zi, reprezentând valorile si orientarile flexibile ale membrilor În caz contrar, el va deveni o camasa de forta, împiedicând evolutia grupului 6 3: Elementele planului echipei Planul echipei se poate axa pe urmatoarele opt elemente: 1 Consecventa cu obiectivele organizationale În unele situatii, o echipa poate decide ca este important pentru propriile scopuri, principii si obiective sa se comporte ca un grup minoritar în vederea schimbarii obiectivelor organizationale 2 Nevoile clientului / destinatarului serviciilor În ce masura va atinge echipa performanta maxima în serviciile pe care le ofera clientilor, indiferent daca acestia fac parte sau nu din organizatie? În ce masura sunt priviti destinatarii serviciilor ca oameni care trebuie doar multumiti si nu ca persoane carora trebuie sa li se ofere cele mai bune servicii? De exemplu, o echipa de profesori dintr-un anumit departament universitar poate acorda mai multa atentie cercetarii, în detrimentul calitatii cursurilor pentru studenti O alta posibilitate este ca ei sa accepte cît mai multi studenti, lasând performanta pedagogica pe planul al doilea 3 Calitatea produselor, a serviciilor si a functionarii Calitatea serviciilor si a functionarii constituie un element semnificativ în organizatii Membrii pot discuta masura în care relatiile lor vor atinge calitatea maxima Aceasta se reflecta în viteza cu care sunt acordate informatiile cerute, precum si eficacitatea lor 4 Însemnatatea activitatii pentru societate Echipele nu aloca, de regula, timp pentru a reflecta asupra contributiei activitatii lor la întreaga societate Luarea în considerare a acestui aspect si a modurilor în care poate fi promovat constituie o modalitate importanta de a încuraja atât coeziunea grupului, cît si eficienta Pe de alta parte, putem asista la ivirea unor conflicte între indivizi cu privire la însemnatatea si valoarea muncii echipei Totusi, studiile arata ca astfel de dispute îi ajuta pe membri sa-si clarifice scopul activitatii, ceea ce augmenteaza operativitatea si creativitatea 5 Atmosfera din echipa Relatiile din echipa sînt deseori neglijate când se discuta modul de functionare Viabilitatea pe termen lung este amenintata daca membrii sunt tentati sa paraseasca grupul datorita relatiilor dificile dintre ei Prin urmare, trebuie sa acordam atentie tipului de atmosfera pe care vrem sa-l cream Climatul echipei se refera la aspecte ale colaborarii precum afectiune, umor, conflicte, sprijin reciproc, participare, accentuarea statutului, schimb de informatii, evaluarea critica a muncii fiecaruia sau încurajarea inovatiilor 6 Progresul si satisfactia membrilor echipei Sustinerea dezvoltarii abilitatilor si a satisfactiei membrilor reprezinta un alt aspect semnificativ al planului Progresul, perfectionarea si stimularea sunt elementele centrale ale muncii, iar echipele constituie o sursa majora de sprijin, putând oferi posibilitati de împartasire a deprinderilor si suport pentru instruire continua O problema esentiala este masura în care membrii sustin cultivarea abilitatilor si perfectionarea, care pot determina avansarea, desi nu au o contributie imediata la eficienta echipei 7 Relatiile cu alte echipe si departamente din organizatie Rareori echipele lucreaza izolat De obicei, interactioneaza cu alte grupuri si departamente din organizatie, de exemplu, în cazul cooperarii echipelor multifunctionale sau în cazul competitiei pentru resursele limitate Prin urmare, trebuie sa decida ce directie vor urma - cooperarea sau competitia - în raport cu celelalte formatii din organizatie Competitia apare deseori ca rezultat al sentimentului de „identificare cu grupul” în urma caruia oamenii tind sa-i favorizeze pe colegii din echipa în detrimentul celorlalte grupari, ducând la deteriorarea relatiilor de lucru Grupurile cele mai performante încurajeaza dezvoltarea relatiilor de cooperare cu alte echipe sau departamente din jur 8 Relatii cu echipe din afara organizatiei Probleme similare apar în cazul relatiilor cu alte organizatii Pentru ca grupul sa aiba un plan comun clar referitor la activitatea pe care o desfasoara, trebuie sa precizeze (daca este semnificativ) calitatea si natura relatiilor pe care vrea sa le aiba cu alti indivizi si organizatii 6 4: Strategii utile pentru echipe „Strategia" este un termen care apare în conversatiile si documentele organizationale foarte des Un mod de a planifica tactica e separarea elementelor sale constitutive: domenii, mijloace, diferentiatori, logica economica, succesiunea si etapele 6 4 1 : Domeniile Domeniile se refera la continutul activitatii echipei si la produsele sau serviciile pe care le ofera 6 4 2 : Mijloacele Sunt modurile prin care vor fi realizate si livrate produsele si serviciile, incluzând oamenii, marketingul, parteneriatele si contactele 6 4 3 : Diferentiatorii Care sunt trasaturile distinctive ale lucrului în echipa si ce anume îl face unic si identificabil ? Aceasta este o întrebare importanta, întrucât se refera atât la valoarea comerciala a muncii grupului, cît si la identitatea semnificativa a membrilor De ce si-ar aminti oamenii de echipa din care au facut parte daca activitatea ei nu ar fi fost cu nimic diferita de cea a altora? 6 4 4 : Logica economica Cum se va asigura echipa ca are fondurile necesare si suficiente resurse pentru a pune în practica strategia aleasa? Orice grup trebuie sa procedeze în asa fel încât sa gaseasca si sa articuleze logica economica a strategiei Acestea ar avea un succes deosebit pe piata pentru toate tipurile de manageri si ar deveni o noua sursa de venit pentru primii ani de activitate a companiei 6 4 5 : Secvente si etape Strategiile au nevoie de planificari realiste, care nu pretind membrilor efectuarea mai multor sarcini în acelasi timp Planul ofera o destinatie, iar strategia - mijloacele cele de a ajunge la ea CAP 7: APARTENENTA LA O ECHIPA Echipele sunt formate cu scopul de a utiliza abilitatile, cunostintele si deprinderile indivizilor, astfel încât eforturile lor unite sa-i ajute sa realizeze sarcini pe care nu le-ar fi putut îndeplini singuri A fi membru al unui grup cere implicare totala, iar coordonarea presupune încurajarea membrilor de a se întâlni, de a schimba idei sau informatii si de a dezbate în mod întelept si serios posibilitatile cele mai avantajoase de a îndeplini o sarcina sau de a oferi servicii pentru cumparatori sau clienti Într-un cuvânt, munca în echipa înseamna participare Membrii ei trebuie sa-si asume responsabilitatea cu privire la obiectivele, strategiile si procesele echipei Desi lucrul în colaborare presupune o diferentiere a rolurilor si raspunderilor si, ca atare, vor exista oameni în functii de conducere, aceasta nu înseamna ca liderul este singurul responsabil pentru determinarea obiectivelor, strategiilor, proceselor si rezultatelor Dimpotriva, în echipele eficiente, toti membrii sunt constienti de modul de functionare A fi membru al unei echipe necesita participare, adica interactiune si schimb de informatii, influentarea deciziilor si crearea unui sentiment de siguranta 7 1 1 : Interactiunea Pentru ca un grup de indivizi cu un scop comun sa se numeasca echipa, trebuie sa dovedeasca minimum de interactiune continua altfel, eforturile lor sunt în principal necoordonate si disparate Echipele interactioneaza social si în timpul efectuarii sarcinii, ambele fiind importante Interactiunea sociala poate include petreceri, mese sau discutiile amicale de pe coridor legate de familie sau eveniment sportive Acestea întaresc relatiile sociale, coeziunea si familiaritatea care îi fac pe oameni sa aiba încredere unul în altul Interactiunile din cadrul desfasurarii activitatii faciliteaza schimbul de informatii, comunicarea etc , ajutând echipa sa coordoneze eforturile individuale spre atingerea scopurilor comune De fapt, cu cât oamenii petrec mai mult timp împreuna, cu atât mai bine deprind secretul lucrului în echipa În absenta întâlnirilor regulate - formale sau amicale, schimbul de informatii importante nu are loc, iar asteptarile si supozitiile indivizilor nu vor corespunde întotdeauna realitatii Rezultatele cercetarilor arata într-adevar, ca pâna si o reuniune superficiala este mai buna decât nici una, întrucât membrii au sansa de a discuta în mici grupuri înainte, dupa si chiar în timpul sedintei (Borrill, West, Shapiro si Rees, 2000) E posibil ca indivizii sa devieze de la ceea ce este important pentru grup si ca modul de percepere a activitatilor celorlalti sa fie incorect Întelegerea gresita poate duce la aparitia conflictelor si la distrugerea coordonarii proceselor legate de sarcina, ceea ce micsoreaza eficienta Frecventa ideala de interactiune nu poate fi precizata Unele echipe au nevoie de mai multe întâlniri decât altele, la fel cum unii membrii trebuie sa se reuneasca mai frecvent decât altii Intervalul minim dintre doua sedinte de actualizare este o luna De asemenea, echipele trebuie sa-si ia o zi sau doua zile libere la sase luni pentru a reflecta asupra obiectivelor, strategiilor de a le atinge si asupra unor procese de tipul comunicarii sau participarii la luarea deciziilor, aducând modificarile de rigoare daca e necesar 7 1 2 : Moderarea sedintelor • Programati cu exactitate sedintele Specificati din timp durata si ora de începere Cereti membrilor sa fie punctuali Organizati întâlnirea într-un loc confortabil (de exemplu, o încapere mare, luminoasa, cu ferestre), dotat cu echipamentul necesar (de exemplu, planse cu grafice, retro-proiector) Moderati chiar dumneavoastra sedinta (schimbarea prin rotatie a moderatorilor constituie o tentativa gresita de a sustine democratia) sau puneti pe un membru competent sa coordoneze discutia Respectati, pe cât posibil, programul si planificati dinainte timpul alocat fiecarui subiect • Încurajati-i pe toti sa-si exprime parerile Analiza ideilor ajuta la luarea deciziilor, obtinându-se rezultate mai bune (si mai rapid) decât daca întrerupem discutia Asigurati-va ca fiecare contribuie Folositi diverse moduri de a stimula comunicarea (cereti-le indivizilor sa discute doi câte doi sau în grupuri mici si sa expuna apoi punctele atinse) Apelati frecvent la recapitulare • Dupa exprimarea si discutarea parerilor, treceti la luarea unor decizii eficiente Nu amânati hotarârile decât daca este strict necesar, evitati sa le lasati pentru alte sedinte (cu exceptia cazului în care nu aveti suficiente informatii) si sa formati sub-grupuri pentru alte întâlniri • Mentineti controlul si atmosfera pozitiva, aratându-va optimisti, amabili, politicosi, entuziasti si dedicati misiunii sedintei Recunoasteti contributiile indivizilor, multumindu-le pentru participare Faceti o pauza daca se înfierbânta spiritele Revedeti constant relevanta sedintelor si încercati sa gasiti modalitati de a le îmbunatati Reguli generale pentru sedintele de echipa: Fiecare are responsabilitatea: • de a ne readuce pe linia de plutire; • de a facilita interventia tuturor, nu doar a sa; • de a pune întrebari legate de proceduri (de exemplu, putem cere grupului sa ne spuna ce directie urmeaza; putem rezuma problemele discutate pentru a ne asigura ca am înteles bine); • de a asculta cu atentie: fie continuând discutia, fie exprimându-si ferm dorinta de a schimba - daca se poate - subiectul 7 1 3 : Schimbul de informatii Într-o echipa, informatia constituie cantitatea de date care modifica întelegerea întregului grup si/sau a indivizilor Monitorizarea informatiei este esentiala pentru eficienta Putem avea informatii relevante sau mai putin relevante, în functie de masura în care ne afecteaza comprehensiunea, altfel spus, cu cât întelegerea noastra este schimbata mai radical, cu atât datele sînt mai semnificative Mediul de transfer al informatiei este determinat de cantitatea acesteia Datele cele mai schematice sunt transmise prin email sau pe hârtie Prin conversatii telefonice sau videoconferinte primim informatii ceva mai detaliate, cele mai bogate fiind însa comunicate personal Inflexiunea vocii, expresia fetei, pozitia corpului si gesturile contribuie la complexitatea transferului informatiei Mai mult, în cadrul întâlnirilor în persoana putem pune întrebari si analiza problemele respective În general, folosim hârtia si emailul pentru schimbul de informatii, comunicarea noutatilor si întrebarilor, iar pentru exprimarea nelinistilor, nemultumirilor sau solutionarea conflictelor, trebuie sa apelam întotdeauna la discutiile fata în fata Folosirea e-mail-ului pentru a-i ataca pe cei din jur sau a tine predici altora constituie o dovada de iresponsabilitate Mediul ideal pentru echipe este întâlnirea directa, cu exceptia cazului în care trebuie sa transmitem chestiuni de rutina Bineînteles, exista tentatia de a evita comunicarea directa, deoarece poate dura prea mult În general, echipele gresesc folosind prea mult e-mail-ul si discuta prea putin fata în fata Însa munca în grup se bazeaza pe frecventa comunicarii, coordonarii, cooperarii si schimbului de informatii Ca atare, membrii trebuie neaparat sa aiba în vedere aceste elemente si sa analizeze mediul de transmitere a datelor Indivizii lucreaza din ce în ce mai des în echipe dispersate, având de multe ori colegi care locuiesc în alte tari sau aflându-se în situatii care nu ofera - de regula - sansa de a comunica formal sau amical Astfel de grupuri au nevoie de comunicare constanta si întâlniri regulate, unde sa poarte discutii familiare sau sa se socializeze pentru a întari coeziunea si încrederea dintre membri Echipele virtuale (de exemplu, alcatuite din indivizi raspânditi în câteva tari europene) care se bazeaza pe e-mail, video-conferinte si teleconferinte sunt mai putin eficiente si inovatoare decât cele ai caror membri lucreaza împreuna (Agarwal, 2003) Cantitatea de informatii transmise si acumularea cunostintelor cu privire la munca în grup sunt mult mai mari în cazul în care indivizii sunt reuniti în acelasi sediu În consecinta, echipele virtuale trebuie sa depuna un efort mai mare pentru a comunica eficient Ele trebuie sa se reuneasca macar pentru câteva zile înainte de a începe colaborarea pentru a cadea de acord cu privire la obiective, strategii, decizii si mijloace de contact Datorita faptului ca suntem obisnuiti sa citim informatiile pe fata cuiva, pierderea acestui avantaj face ca echipele virtuale sa dea rezultate mai slabe 7 2: Luarea deciziei în echipa Ipoteza principala pe care se bazeaza structurarea organizatiilor în grupuri de lucru este ca echipele vor lua decizii mai bune decât indivizii care actioneaza pe cont propriu Numeroase studii au identificat existenta unor procese sociale care submineaza eficienta luarii hotarârilor Încercând sa ia decizii mai bune decât media celor luate individual, grupul poate fi privat în mod constant de hotarârile individuale ale celor mai buni membri Consecintele asupra functionarii comitetelor si echipelor de conducere sunt numeroase Behavioristii organizationali si psihologii sociali au depus un efort considerabil în vederea identificarii proceselor sociale care afecteaza luarea deciziilor: 1 Membrii echipei trebuie sa ia în considerare pericolele ascunse ale luarii hotarârilor în grup Astfel, exista pericolul ca indivizii sa se concentreze asupra informatiilor detinute de toti înainte de a începe discutia si sa ignore datele noi pe care le stiu doar unul sau doi insi Chiar când acestea din urma sunt prezentate, este probabil ca ceilalti sa le ignore de vreme ce nu le sunt familiare Psihologii vorbesc în cazul respectiv de fenomenul de profil ascuns pe care echipele îl pot evita asigurându-se ca membrii au roluri precise care sa le permita sa devina o sursa potentiala de informatii unice si importante, ca fiecare îsi asculta atent colegii când se ia o hotarâre si ca liderii atrag atentia asupra datelor unice pe care le detin doar una sau doua persoane (Stasser si Stewart, 1992) 2 Factorii de personalitate pot afecta în diverse moduri comportamentul social De exemplu, timiditatea unor membri care ezita sa-si exprime ferm parerile si cunostintele îi va împiedica sa contribuie la dezvoltarea cunostintelor echipei (Barrick, Stewart, Neubert si Mount, 1998) 3 Membrii sufera efectele conformismului social care îi determina sa nu-si exprime opiniile si informatiile contrare parerii majoritatii - mai ales când este vorba de punctul de vedere dominant al organizatiei (Brown, 2000) 4 Membrii nu detin întotdeauna abilitati de comunicare, ceea ce îi face incapabili sa-si prezinte cu succes parerile si cunostintele Persoana care este priceputa la manipularea impresiilor celorlalti poate avea o influenta inegala asupra deciziilor, chiar atunci când nu este specialista în domeniu 5 Echipa poate fi dominata de anumiti indivizi care iau cuvântul prea des, „timpul lor de emisie" fiind mult mai mare decât al celorlalti, sau care ataca atât de virulent opiniile celorlalti încât îsi impun propriile pareri Este semnificativ faptul ca „monopolizarea discutiei" si expertiza sînt corelate în echipele foarte performante, spre deosebire de cele cu randament mai mic 6 Unii membri pot fi egocentrici (de exemplu, membrii organizationali în functii importante, ajunsi în vârf probabil datorita egocentricitatii) si, ca atare nu doresc sa ia în calcul opiniile sau cunostintele celor care se opun propriilor idei 7 Efectele statutului si ale ierarhiei pot face ca unele contributii sa fie luate în considerare si ascultate în mod disproportionat Când o persoana din conducere participa la sedinta va influenta - mai mult ca sigur - inadecvat rezultatul 8 Polarizarea grupului se refera la tendinta echipei de a lua decizii mai radicale decât majoritatea hotarârilor individuale Deciziile vor fi sau mai riscante, sau mai conservatoare decât media opiniilor formulate de membri pe cont propriu Prin urmare, trecerea de la o extrema la alta, care afecteaza strategia competitiva a unei organizatii, poate fi cauzata de procesele din echipa mai degraba decât de motive bine întemeiate (Semin si Glendon, 1973; Walker si Main, 1973) 9 În studiul asupra esecului în luarea deciziilor, psihologul social Irving Janis a identificat fenomenul numit gândire de grup, care arata ca echipele unite pot lua hotarâri gresite, deoarece sunt preocupate mai mult de acordul tuturor decât de calitatea deciziei Situatia este daunatoare mai ales functionarii organizationale, în cadrul careia diversele departamente se vad în competitie unul cu altui, promovând favoritismul „intern" si gândirea de grup 10 Efectul de lene sociala se refera la tendinta indivizilor de a munci mai putin decât atunci când rezultatele sunt identificate si evaluate individual În organizatii, indivizii pot depune mai putin efort la luarea unor decizii bune, daca au senzatia ca propria contributie este eclipsata de activitatea generala a echipei (Karau si Williams, 1993) 11 Împartirea responsabilitatii îi poate împiedica pe indivizi sa-si asume raspunderea de a actiona în prezenta altora Oamenii sunt înclinati sa creada ca responsabilitatea va fi preluata de altii care sunt implicati în situatia respectiva În mediul organizational, este posibil ca membrii sa nu actioneze într-o situatie de criza legata de functionarea tehnologiei costisitoare, pe motiv ca altii trebuie sa ia deciziile necesare În consecinta, este amenintata calitatea generala a optiunilor echipei (Latané si Darley, 1970) 12 Studiile asupra grupurilor de brainstorming arata ca numarul si adesea calitatea ideilor generate de indivizii care lucreaza pe cont propriu sunt net superioare celor generate de membrii unui grup, datorita efectului de blocaj al productiei Expunerile concurente ale unor membri îi pot împiedica pe altii sa conceapa si sa propuna grupului lucruri inedite (Diehl si Stroebe, 1987) Ce rol are liderul în luarea deciziilor? În multe situatii este nevoie de un coordonator În momente de criza, echipa nu are destul timp pentru a analiza în profunzime modul cel mai potrivit de actiune Astfel, este necesar ca un individ sa preia responsabilitatea si sa aleaga ce este mai bine pentru întreaga echipa Cu toate acestea, în majoritatea circumstantelor, echipele le cer indivizilor sa ia hotarâri în anumite sectoare de activitate Pentru a obtine un echilibru între democratia excesiva si autoritarism, revizuirea procesului de luarea a deciziilor trebuie sa aiba loc o data la sase luni sau la un an Scopul acestor recapitulari este de a-i identifica pe membrii responsabili cu deciziile administrative pentru întreaga echipa, precum si ariile lor de actiune 7 3: Tehnica treptelor în luarea deciziilor Pentru a depasi problemele amintite legate de luarea deciziilor, Rogelberg si colegii sai (Rogelberg, Barnes-Farrell si Lowe, 1992) au propus aplicarea strategiei numite „tehnica treptelor" Conform acesteia, fiecare membru trebuie sa-si expuna parerea în fata celorlalti fara sa fi auzit opiniile anterioare Scopul este acela de a forma o imagine completa cu ajutorul diverselor propuneri înainte de a analiza decizia sau interpretarea comuna a problemei Multumita folosirii frecvente a email-ului aceasta abordare poate fi adaptata Fiecare membru are timp sa se gândeasca la chestiunea respectiva înainte de a prezenta echipei un document în care sa-si exprime opinia Indivizii îsi trimit prin e-mail parerile preliminare referitoare la desfasurarea adecvata a actiunii, înainte de a le vedea pe cele ale colegiilor Decizia finala este amânata pâna când toti indivizii au sansa de a-si face cunoscuta propunerea si de a discuta intens fata în fata Aceasta abordare asigura fiecaruia timp sa reflecteze asupra problemei pentru a-si forma o parere personala De asemenea, asigura timp pentru discutarea prezentarilor Astfel, luarea deciziilor este amânata pâna când toti si-au adus contributia Tehnica treptelor faciliteaza comunicarea, din moment ce întregul grup are sansa de a-si expune opiniile Comunicarea duce la obtinerea unui numar mai mare de idei, minimalizând conformismul De asemenea, este inhibat efectul de lene sociala, punându-se accent pe responsabilitatea individuala fara ca vreun membru sa poata transfera propria raspundere asupra altora Mai mult, datorita faptului ca fiecare trebuie sa-si exprime parerea fara sa stie ce cred ceilalti, este probabil sa apara disensiuni si, ca urmare, calitatea deciziilor si discutiilor sa creasca Echipa este expusa unui flux continuu de idei proaspete, care nu au fost afectate de normele grupului, ceea ce poate duce la o evaluare serioasa si la o analiza riguroasa a ideilor contradictorii Exista suficiente dovezi care sustin ca investigarea parerilor diverse din echipa duce la alegeri mai bune (Tjosvold, 1998) O alta cauza a luarii unor decizii inadecvate este asa-numita „multumire cu minimum necesar" - tendinta de a prefera prima solutie acceptabila decât de a o alege pe cea potrivita din mai multe propuneri Amânarea hotarârii pâna când fiecare are posibilitatea de a-si expune parerea maximizeaza numarul de solutii sau opinii (Lam si Schabroeck, 2000) Conform studiilor experimentale, neputinta echipei de a-l depasi pe cel mai performant membru constituie o deficienta majora în luarea deciziilor Având în vedere faptul ca tehnica treptelor asigura tuturor sansa de a fi ascultat, posibilitatea ca cei mai buni indivizi sa-si arate competenta creste vizibil Acest lucru este important, deoarece studiile recente au aratat ca cel mai bun dintr-un grup nu va influenta evaluarea echipei, daca nu este ferm si autoritar Echipele vor avea rezultate bune daca expertiza este asociata cu „monopolizarea discutiei”: în echipele slabe acestea nu sunt corelate Cât de eficienta este tehnica treptelor? Cercetarile indica faptul ca nu exista nici o diferenta în privinta perioadei de timp alocate deciziilor între echipele care folosesc aceasta strategie si cele care apeleaza la metode conventionale Însa calitatea hotarârilor ea superioara în comparatie cu alegerile grupurilor traditionale În plus, mai mult de jumatate dintre echipele care aplica tehnica treptelor - pe când în celalalt caz doar 10% - exceleaza în rezultatele celor mai buni membri În ciuda statisticilor, impresiile celor ce aplica aceasta tehnica arata ca membrii nu se simt presati sa se conformeze, tind sa fie de acord cu decizia grupului, simt ca lucreaza bine împreuna, ca grupul e mai prietenos, ca lucreaza mai mult decât cei din grupuri conventionale si ca sunt mai interesati decât acestia de idei si puncte de vedere În realitate grupurile care practica strategia în discutie îsi revizuiesc mereu deciziile, ceea ce are efecte benefice Este important faptul ca cei mai productivi membri ai acestora afirma ca au mai multe sanse de a-si exprima dorinta (în comparatie cu ceilalti colegi), ceea ce arata ca tehnica scarii face posibil accesul celorlalti la experienta si cunostintele individuale Cu alte cuvinte ideile mai bune vor fi nu numai comunicate mai usor, ci si receptate si acceptate ca fiind mai bune Tehnica treptelor este o metoda de luare a hotarârilor care rezolva dificultatile obisnuite Încurajarea membrilor sa se implice total determina cresterea dedicarii, a interesului intrinsec, a creativitatii si a utilizarii tuturor abilitatilor, cunostintelor si deprinderilor 7 4: Sentimentul de siguranta în echipa Faptul ca dedicarea si implicarea apar mai ales atunci când oamenii se simt în siguranta constituie un truism al comportamentului uman Asa cum copiii strâns legati de parinti sunt înclinati sa exploreze o arie mai vasta a împrejurimilor (Ainsworth, 1982), la fel si oamenii care lucreaza în echipa îsi asuma mai usor riscul în adoptarea unor tehnici noi si îmbunatatite, daca nu se simt amenintati sau denigrati de ceilalti membri În absenta securitatii, membrii devin prudenti si îsi dezvolta un fel de vigilenta si neliniste în timpul activitatii Fiecare membru are responsabilitatea de a promova siguranta Aceasta presupune încurajarea celorlalti sa-si exprime parerile si analizarea ideilor cu entuziasm Încrederea este vitala pentru cooperare (Korsgaard, Brodt si Sapienza, 2003) Edmondson considera ca securitatea „este menita sa sugereze o atitudine realista, orientata spre învatare în privinta efortului, erorii si schimbarii – fara ca aceasta sa implice toleranta sau sentimente pozitive neconditionate Siguranta nu înseamna confort; dimpotriva, tinde sa faciliteze riscul" (Edmondson, 1999, p 14) Crearea unei atmosfere de încredere, sprijin si siguranta Liderii echipei pot contribui la crearea atmosferei de încredere, sprijin si siguranta, încurajându-i pe membri sa fie energici si entuziasti în privinta sarcinii pe care o au de executat Daca indivizii încep sa fie nelinistiti, nervosi si suspiciosi, starea lor va influenta climatul general al grupului Pentru a genera încredere, liderii trebuie sa-i determine pe membri sa-si asume riscuri si sa se bazeze unul pe altul Modul cel mai adecvat de a face acest lucru este sa inspire ei însisi încredere Coordonatorii trebuie sa specifice clar sarcinile si rolurile indivizilor, lasându-i sa gaseasca mijloacele cele mai potrivite pentru a le îndeplini (trebuie specificate scopurile, dar nu si mijloacele) Este necesar ca liderii sa le ofere indivizilor sprijin (atunci când vor, bineînteles), aratând însa clar ca sînt convinsi ca echipa este în stare sa execute bine sarcina Persoanele din conducere trebuie sa-i încurajeze pe membri sa-si asume riscuri si în relatiile dintre ei Faptul ca ni se permite sa riscam ne inspira încredere De asemenea, este important ca angajatii sa aiba aceeasi soarta; pentru a atinge scopul, trebuie sa se poata baza unul pe altul Încurajând comunicarea deschisa si sincera, liderii îi pot ajuta pe indivizi sa realizeze ca se conduc dupa principii comune Când apare nesiguranta în grup, oamenii devin prudenti, lucrând într-o stare continua de neliniste si suspiciune De exemplu, daca cineva se simte mereu criticat de altcineva, nu va mai sugera modalitati noi si îmbunatatite de lucru Fiecare are responsabilitatea de a promova securitatea, raspundere care trebuie fixata de la început Dar siguranta nu înseamna confort, ci încurajeaza riscul Prin urmare, trebuie sa cream un sentiment de siguranta încurajând sprijinul si descurajând atacurile dintre membri Daca unul îi face pe ceilalti sa se simta amenintati, instruiti persoana respectiva, rezolvând eficient problema Anxietatea si supararea cronica nu submineaza doar siguranta, ci afecteaza si sanatatea indivizilor (Goleman, 1995) Puteti oferi securitate încurajându-i pe membri sa se accepte reciproc, promovând umorul, caldura si sprijinul Siguranta reprezinta contextul afectiv în cadrul caruia oamenii îsi pot reuni eforturile pentru a obtine rezultate eficiente într-o echipa bazata pe încredere, acord, umor, caldura si sprijin Toate acestea duc împreuna la implicare, dedicare si inventivitate în functionarea grupului si, la fel de important, la crearea unui climat pozitiv care protejeaza sanatatea mentala a indivizilor CAP 8: ASPIRATIA ECHIPEI SPRE PERFORMANTE DEOSEBITE 8 1: Gândirea de grup Echipele sunt formate pentru a realiza o sarcina sau a atinge niste obiective, ceea ce constituie principala lor responsabilitate În grupurile care functioneaza bine, aceasta înseamna ca membrii vor avea inevitabil dispute aprinse cu privire la modul cel mai adecvat de a efectua sarcina Pâna acum am avut în vedere importanta stabilirii unui plan clar sau a unui set de obiective precise, precum si a existentei în echipa a unui nivel ridicat de participare Totusi, aceste doua elemente sunt necesare, dar nu suficiente pentru a garanta eficienta lucrului în grup Exista dovezi care arata ca factorii amintiti pot duce - în absenta altor elemente - la rezultate dezastruoase Gândirea de grup are urmatoarele trasaturi: • impresia vulnerabilitatii; • optimism excesiv si înclinatie spre risc; • tendinta de a rationaliza si de a neglija avertismentele; • stereotipizarea opozitiei; • autocenzura; • esecul cu privire la utilizarea parerilor specialistilor Toate acestea duc la neputinta de a rezolva eficient problemele datorita nevoii de coeziune si unanimitate Cercetarile ulterioare au demonstrat doar partial justetea afirmatiilor lui Janis, sugerând ca nu coeziunea este un factor importau pentru aparitia gândirii de grup, ci ca stilul liderului este semnificativ în acest sens Vinokur, Burnstein, Sechrest si Wortman (1985) s-au ocupat de procesul luarii deciziilor, organizând sase conferinte în care expertii si consumatorii au evaluat noile tehnologii medicale Astfel s-a ajuns la concluzia ca procesul si rezultatul luarii unor hotarâri nu sunt influentate doar de coeziunea grupului, ci s-au dovedit mai ineficiente în conditiile în care moderatorul nu faciliteaza discutia De asemenea, s-a constatat ca liderii foarte autoritari inhiba exprimarea si analizarea ideilor opuse, iar cei care îsi impun prea drastic conceptiile minimalizeaza calitatea luarii deciziilor Peterson (1997) a adaugat explicatii care ne ajuta sa întelegem mai bine fenomenul, aratând ca liderii autoritari în ceea ce priveste scopurile (încercând sa-si atinga propriile obiective) inhibau luarea de catre echipa a hotarârilor Pe de alta parte, cei autoritari în privinta sedintelor, încurajând participarea membrilor mai timizii si restrictionând interventiile indivizilor mai dominanti si neascultatori au obtinut rezultate mult mai bune Este extrem de util sa discutam la începutul sedintei despre cum se vor lua decizii, sa revedem pericolele posibile (problema profilului ascuns - informatiile care nu sunt comune nu sunt discutate) si sa cadem de acord asupra unor reguli de baza ale întrunirii 8 2: Imperativul conformarii Efectele presiunii grupului asupra indivizilor pentru a se conforma parerii majoritare sunt bine cunoscute În studiul lui Asch (Asch 1956), participantii erau condusi într-o camera unde se aflau deja alti membri Acestia din urma erau „complici" ai cercetatorului fara ca noii veniti sa stie Pe un ecran s-au proiectat un sir de linii verticale, cerându-li-se tuturor sa identifice care din cele trei linii avea aceeasi marime cu un standard indicat În acest caz, avem de-a face cu stimuli lipsiti de ambiguitate În cele mai multe situatii, complicii au ales linia care era identica în lungime cu cea standard, dar, uneori, au optat în mod unanim pentru o varianta gresita Trei sferturi dintre participantii experimentali s-au supus majoritatii cel putin o data, desi, ulterior, au declarat ca erau constienti de eroare, motivul pentru care au actionat astfel a fost dorinta de a fi în consonanta cu majoritatea, mai ales în cazul unanimitatii Alte studii au demonstrat efecte similare, indivizii fiind puternic influentati de opinia majoritatii Din fericire însa masura în care oamenii se supun parerii împartasite de cei mai multi depinde de individ În experimentele lui Asch, unii (25% dintre participanti) nu s-au conformat niciodata majoritatii, pe când altii au acceptat întotdeauna parerea generala Mai mult, dimensiunea grupului este relevanta în acest sens Rezultatele arata ca indivizii nu se lasa – de obicei - influentati daca au de-a face cu o singura persoana care aduce argumente inconsistente Presiunea exercitata de trei persoane însa, a facut ca procentul conformismului sa creasca de la 14% (când majoritatea era formata din doar doua persoane) la 32% (Bond si Smith, 1996) Daca în grup mai exista o persoana cu opinii contrare, participantii au raspuns gresit în 9% dintre cazuri, în comparatie cu 36% (în conditiile în care erau cu unul mai putini) Diferentele culturale sunt de asemenea relevante (Smith si Bond, 1993): culturile colectiviste precum China, Japonia sau Brazilia au aratat o înclinatie mai mare spre conformism, în comparatie cu cele individualiste ca Marea Britanie sau Statele Unite 8 3: Obedienta în fata autoritatii În grupuri structurate ierarhic, oamenii tind sa se supuna autoritatii Acolo unde exista un lider dominant, este mai probabil ca indivizii sa-i sustina opiniile decât sa-si exprime propriile pareri Încercând sa demonstreze acest pericol, Stanley Milgram a analizat masura în care indivizii executa obedienti ordinul unui lider experimental de a-i administra socuri electrice unui individ care învata perechi de cuvinte (Milgram, 1963, 1965) Persoana respectiva era, de fapt, un complice al conducatorului grupului, simulând, astfel, socurile electrice 26 dintre cei 40 de participanti la experiment s-au supus ordinului, continuând sa administreze (asa-zisa) pedeapsa, chiar când li s-a sugerat ca persoana fusese grav ranita Aceasta a avut loc în ciuda faptului ca, în multe situatii, indivizii care aplicau socurile electrice erau foarte tensionati si îngrijorati de ceea ce faceau Un martor a declarat urmatoarele: „Am observat un director matur si calm la început, intrând în laborator si zâmbetul pe buze Dupa 20 de minute, a început sa se bâlbâie si sa tremure, evoluând rapid spre o cadere nervoasa Se tragea mereu de lobul urechii, rasucindu-si mâinile La un moment dat s-a lovit cu pumnul peste frunte si a bolborosit: „Doamne Dumnezeule haideti sa ne oprim" (Milgram, 1963, p 377) Cu toate acestea, el a continuat sa se supuna ordinelor pâna la capat Studiul arata ca, în echipa, exista pericolul ca indivizii sa se conformeze si sa execute ordinele din partea autoritatii, desi exisa dovezi rationale evidente împotriva actiunilor respective 8 4: Mecanismele de aparare ale echipei Privim echipa ca pe o „entitate vie” în sine, nu ne surprinde faptul ca si-a dezvoltat mecanisme de supravietuire într-un mediu schimbator Asemenea unui organism, echipa dispune de un sistem imunitar care actioneaza împotriva elementelor ce îi ameninta stabilitatea Acest sistem este adesea greu de detectat, întrucât face parte din normele si regulile nescrise ale grupului Tacticile de aparare sunt uneori numite „proceduri defensive automate", intrând în functiune automat, fara ca vreun membru sa actioneze în mod deliberat (Argyris, 1990) Procedurile defensive automate fac incredibilul sa devina posibil fiind deseori utilizate în numele diplomatiei si grijii fata de ceilalti De exemplu, o astfel de tactica se refera la faptul ca membrii dau vina mereu pe organizatie, pe alta echipa sau departament, pe cei din conducere sau pe resurse atunci când apar dificultati Prin urmare, indiferent de ce se întâmpla în echipa, cum ar fi incapacitatea de a rezolva situatia în care un membru nu este competent, ceilalti tind sa creada ca problemele vin din exterior Indivizii mentin o coeziune superficiala si ignora cu totii investigarea obstacolelor ivite în calea activitatii lor În cel mai bun caz, mecanismele de aparare contribuie la reducerea agitatiei inutile în echipa Ele sînt menite sa amelioreze suferinta sau încurcatura, ceea ce poate cauza inhibarea functionarii echipei Mai mult, încercând sa mentina starea prezenta de lucruri, grupul poate apela la strategiile în discutie care-i împiedica pe membri sa investigheze originea problemelor De regula, aceste proceduri nu sunt abordate deschis, chiar neputinta de a le discuta constituind un subiect intangibil Expunerea manevrelor de aparare este dificila tocmai pentru ca ele sînt extrem de greu de detectat Oamenii traiesc un sentiment acut de frustrare în încercarea de a aplica o inovatie categoric rezonabila, mai ales atunci când nu pot întelege de ce le este atât de greu si de ce întâmpina o asemenea ostilitate Procedurile defensive automate se vor dezvolta mai ales în echipele din cadrul organizatiilor care practica asa-numita „metoda a acuzatiei" Aceasta se refera la cautarea unui „tap ispasitor" (o persoana care sa-si asume întreaga responsabilitate în situatia respectiva) ca reactie la esecuri, erori sau ratari Într-un astfel de mediu nu are loc învatarea Mai degraba, membrii echipei ar trebui sa încurajeze învatarea cu ajutorul întrebarilor „Ce si nu cine a cauzat problema si ce putem învata din aceasta în legatura cu munca pe care o facem? " De asemenea, ei se pot preocupa de „Cum sa schimbam modul de lucru pentru a evita o situatie viitoare similara?" Reguli pentru evitarea procedurilor automate de aparare: • Aduceti argumente consistente; motivele trebuie sa fie bine întemeiate, convingatoare si apte de a fi verificate public • Nu promiteti mai mult decât puteti realiza; unii se pot agata de promisiuni irealizabile, respingând o ideea buna • Încurajati-i pe membrii echipei sa discute greselile si evitati acuzatiile Folositi erorile ca pe un instrument de învatare (întrebati „Ce putem învata din aceasta întâmplare ? ") • Încercati întotdeauna sa priviti dincolo de suprafata lucrurilor si învatati-i pe membrii echipei sa procedeze la fel Întrebati-i mereu pe cei care se opun schimbarii de ce fac acest lucru • Aduceti în discutie subiecte aparent intangibile, în ciuda eventualei ostilitati afisate de ceilalti • Învatati sa constientizati intrarea în functiune a procedurilor automate de aparare • Încercati sa mergeti dincolo de eficienta (executarea adecvata a sarcinilor) si sa va preocupati de eficacitate (realizarea unor lucruri adecvate) Din pacate, se pare ca abordarea acestor chestiuni se loveste de opozitia cea mai puternica 8 5: Angajamentul de a obtine performante înalte în realizarea sarcinii Cum poate functiona o echipa astfel încât sa minimalizeze conformismul, obedienta în fata autoritatii si efectele procedurilor defensive automate? Acest lucru este posibil daca principala prioritate a indivizilor este atingerea performantei maxime în executarea sarcinii De asemenea, structurile, strategiile, tehnicile si normele pot fi dezvoltate pentru a proteja echipa de astfel de influente Modificarea structurii echipei va contribui si ea la reducerea ierarhiilor 8 5 1 : Concentrarea asupra sarcinii / controversa constructiva Concentrarea asupra sarcinii se refera la capacitatea membrilor de a-si examina critic activitatea Dean Tjosvold a introdus expresia „controversa constructiva" pentru a descrie conditiile necesare unei investigari eficiente în cadrul echipei (Tjosvold, 1998) Rezultatele cercetarii întreprinse de Tjosvold, alaturi de alti specialisti, arata ca, atunci când echipele analizeaza cu atentie opiniile contrare, discutându-le în mod cooperativ, calitatea luarii deciziilor si eficienta echipei cresc vizibil (West, Tjosvold si Smith, 2003) „Într-un mediu cooperant, controversa promoveaza elaborarea parerilor, cautarea unor noi informatii si idei, precum si integrarea punctelor de vedere aparent opuse " (Tjosvold, 1991, p 49) Tjosvold sustine ca exista trei elemente ale controversei: elaborarea pozitiilor, încercarea de a le întelege si integrarea perspectivelor 1 Membrii echipei trebuie întâi sa-si expuna clar pozitiile, sa explice de ce au optat pentru anumite decizii De asemenea, este necesara precizarea gradului de siguranta sau nesiguranta în privinta pozitiei adoptate 2 Indivizii care au pareri opuse trebuie sa caute sa obtina mai multe informatii despre pozitia altora si sa încerce sa le reformuleze cât mai clar posibil Ar fi indicat sa se exploreze terenul comun al punctelor de vedere diferite, punându-se accent pe respectul fata de cei din tabara adversa Acest proces va duce la cresterea creativitatii si operativitatii 3 Membrii echipei trebuie sa încurajeze integrarea, încercând sa rezolve conflictele prin aplicarea principiului „perfectiunii" în luarea deciziilor Este indicat sa-si influenteze colegii sa adopte o hotarâre în baza unei întelegeri rationale comune mai degraba decât sub presiunea autoritatii În sfârsit, indivizii trebuie sa se lupte sa ajunga la un consens, combinând pe cît posibil, ideile si nu eliminând controversele, precum în cazul votului majoritar O astfel de strategie poate doar amâna disputele Exista mai jos un exemplu în care sunt prezentate conditiile în care poate avea loc controversa constructiva Desfasurarea activitatii grupului va reflecta masura în care membrii contribuie, se implica sau modeleaza opiniile celorlalti Toti sunt receptivi la reactiile colegilor cu privire la propriile pozitii si accepta modelarea sau schimbarea acestora de catre echipa, indiferent de statutul pe care îl detin Echipa este asemenea unei arene unde toti joaca, depun efort si contribuie la stabilirea unei directii pentru realizarea planului lor comun Într-o echipa sportiva eficienta jucatorii se încurajeaza verbal reciproc pe parcursul jocului pentru a obtine rezultate mai bune Încurajarea controversei constructive în echipa • Echipele pot încuraja controversa constructiva instruind pe membri sa jongleze cu ideile, combinându-le în diverse moduri; investigând parerile tuturor într-o maniera deschisa pentru a permite aparitia unor propuneri creative • Gândirea independenta este încurajata de analizarea tuturor sugestiilor si opiniilor, de vreme ce aceasta descurajeaza tendinta spre adoptare a parerii majoritare • Membrii trebuie sa examineze punctele de vedere ale celorlalti în raport cu modul în care acestea sporesc gradul de îmbunatatire a serviciilor pentru clienti Prin urmare judecata se bazeaza pe calitate si nu pe (de exemplu) statutul persoanei care o emite • Membrii trebuie sa asigure discutarea serioasa si încurajatoare a alternativelor, din moment ce luarea unor hotarâri complexe îi determina pe indivizi sa-si dezvolte gândirea critica si sa învete unul de la altul • Practicând aceste strategii creative, convingatoare si deschise de luare a deciziilor si de valorificare constructiva a divergentelor, echipa învata, evolueaza, devenind mai încrezatoare în abilitatile sale si dezvoltându-si deprinderile cerute de lucrul în echipa • Liderii îi pot încuraja pe membri sa analizeze opiniile contrare, punându-i sa-si descrie amanuntit pozitia si sa explice de ce au luat anumite decizii Toti membrii trebuie sa le ceara sa îsi exprime încrederea sau lipsa de încredere cu privire la pozitia adoptata • Cei care au pareri opuse trebuie sa încerce sa obtina mai multe informatii despre punctele de vedere diferite si sa le reformuleze cât mai clar posibil Membrii au datoria de a cauta moduri de integrare a opiniilor contrare • Liderii trebuie sa-i instruiasca pe angajati sa încerce sa ajunga la un consens, combinând - în limita posibilitatilor - ideile, mai degraba decât utilizând tehnici de minimalizare a controversei, cum ar fi votul majoritar (asemenea strategii nu fac decât sa amâne controversa) • Liderii îi pot încuraja pe membrii echipei sa nu fie interesati în primul rând sa câstige în procesul luarii deciziilor, ci sa ia împreuna hotarâri foarte bune care sa duca la furnizarea unor produse sau servicii de calitate clientilor • Controversa constructiva nu poate avea loc într-un mediu competitiv Este necesar ca membri sa se avertizeze reciproc în cazul în care constata interesul pentru impunerea propriei pareri în locul dorintei de a gasi cele mai bune solutii • Scopul echipei trebuie sa aiba prioritate - este indicat ca activitatea grupului sa fie dirijata de obiectivele comune • Daca indivizii pun sub semnul întrebarii competenta colegilor în public apar conflicte distructive cu privire la deciziile echipei, afectând hotarârile ulterioare Liderii grupului ar trebui sa descurajeze asemenea discutii si rezolve aceste incidente în particular, în cazul în care este vorba de o chestiune de competenta • Membrii echipei au datoria de a crea o atmosfera de cooperare, caracterizata de încredere, sprijin, siguranta si profesionalism în realizarea sarcinii Liderii pot accentua obiectivele comune, pentru ca membrii îsi unesc eforturile în aceeasi directie atunci când le constientizeaza Aceasta asigura coeziunea si utilizarea divergentelor în scopul luarii unor hotarâri mai eficiente De asemenea, liderii trebuie sa îi determine pe indivizi sa arate respect fata de competenta si dedicarea celorlalti! Astfel, ei nu vor percepe neîntelegerile ca pe atacuri la propriile abilitati, ceea ce va fi evident pentru toata lumea Controversa constructiva este necesara pentru: „Theory without practice is useless; practice without theory is blind” Roger Bacon Limbajul C a fost creat la începutul anilor '70 de catre Brian W Kernigham si Dennis M Ritchie de la Bell Laboratories New Jersey, fiind initial destinat scrierii unei parti din sistemul de operare Unix Lucrarea „The C Programming Language” a celor doi autori, aparuta în mai multe versiuni, a ramas cartea de referinta în domeniu, impunînd un standard minimal pentru orice implementare Caracteristicile distinctive ale limbajului au fost clar definite de la început, ele pastrîndu-se în toate dezvoltarile ulterioare: – portabilitate maxima; – structurare; – posibilitatea efectuarii operatiilor la nivelul masinii cu pastrarea caracteristicilor unui limbaj evoluat Acest manual este structurat pe 12 capitole astfel încît elementele limbajului C sa fie prezentate într-o maniera unitara Primul capitol face o scurta introducere si prezinta patru programe C Urmatoarele noua capitole descriu elementele limbajului C Capitolele unsprezece si doisprezece trec în revista functiile cele mai des utilizate definite în biblioteca standard, împreuna cu cîteva programe demonstrative Au fost selectate doar functiile definite de mai multe standarde (în primul rînd ANSI C), pentru a garanta o portabilitate cît mai mare Acest manual a fost conceput pentru a servi ca document care sa poata fi consultat de programatori în elaborarea proiectelor, si nu pentru a fi memorat Manualul nu este o introducere în limbajul C; se presupune ca cititorul este familiarizat cu: – concepte de baza referitoare la programare: variabile, instructiuni de atribuire, de control al executiei, apeluri de functii; – reprezentarea informatiei în calculator a valorilor întregi, în virgula mobila, a codurilor ASCII; – operatii de intrare / iesire Deoarece avem convingerea ca cea mai buna explicatie este un program functional, majoritatea exemplelor din acest manual se regasesc în fisiere sursa C care pot fi rulate pe orice mediu de programare C si sub orice sistem de operare Ca o ultima observatie amintim recomandarea facuta de însisi creatorii limbajului: cea mai buna metoda de învatare este practica 1 Generalitati asupra limbajului C 1 1 Introducere Limbajul C este un limbaj de programare universal, caracterizat printr-o exprimare concisa, un control modern al fluxului executiei, structuri de date, si un bogat set de operatori Limbajul C nu este un limbaj de „nivel foarte înalt” si nu este specializat pentru un anumit domeniu de aplicatii Absenta restrictiilor si generalitatea sa îl fac un limbaj mai convenabil si mai eficient decît multe alte limbaje mai puternice Limbajul C permite scrierea de programe bine structurate, datorita constructiilor sale de control al fluxului: grupari de instructiuni, luari de decizii (if), cicluri cu testul de terminare înaintea ciclului (while, for) sau dupa ciclu (do) si selectia unui caz dintr-o multime de cazuri (switch) Limbajul C permite lucrul cu pointeri si are o aritmetica de adrese puternica Limbajul C nu are operatii care prelucreaza direct obiectele compuse cum sînt sirurile de caractere, multimile, listele sau masivele, considerate fiecare ca o entitate Limbajul C nu prezinta facilitati de alocare a memoriei altele decît definitia statica sau disciplina de stiva relativa la variabilele locale ale functiilor În sfîrsit, limbajul C nu are facilitati de intrare-iesire si nici metode directe de acces la fisiere Toate aceste mecanisme de nivel înalt sînt realizate prin functii explicite Desi limbajul C este, asadar, un limbaj de nivel relativ scazut, el este un limbaj agreabil, expresiv si elastic, care se preteaza la o gama larga de programe C este un limbaj restrîns si se învata relativ usor, iar subtilitatile se retin pe masura ce experienta în programare creste 1 2 Primele programe În aceasta sectiune sînt prezentate si explicate patru programe cu scopul de a asigura un suport de baza pentru prezentarile din capitolele urmatoare Prin traditie primul program C este un mic exemplu din lucrarea devenita clasica – „The C programming language”, de Brian W Kernigham si Dennis M Ritchie #include main() { printf("Hello, world\n"); return 0; } Acest program afiseaza un mesaj de salut Prima linie indica faptul ca se folosesc functii de intrare / iesire, si descrierea modului de utilizare (numele, tipul argumentelor, tipul valorii returnate etc) a acestora se afla în fisierul cu numele stdio h A doua linie declara functia main care va contine instructiunile programului În acest caz singura instructiune este un apel al functiei printf care afiseaza un mesaj la terminal Mesajul este dat între ghilimele si se termina cu un caracter special new-line ('\n') Instructiunea return preda controlul sistemului de operare la terminarea programului si comunica acestuia codul 0 pentru terminare Prin conventie aceasta valoare semnifica terminarea normala a programului - adica nu au aparut erori în prelucrarea datelor Corpul functiei main apare între acolade Al doilea program asteapta de la terminal introducerea unor numere întregi nenule si determina suma lor În momentul în care se introduce o valoare zero, programul afiseaza suma calculata #include main() { int s,n; s = 0; do { scanf("%d",&n); s += n; } while (n!=0); printf("%d\n",s); return 0; } În cadrul functiei main se declara doua variabile s si n care vor memora valori întregi Variabila s (care va pastra suma numerelor introduse) este initializata cu valoarea 0 În continuare se repeta o secventa de doua instructiuni, prima fiind o operatie de intrare si a doua o adunare Primul argument al functiei scanf - formatul de introducere "%d" - indica faptul ca se asteapta introducerea unei valori întregi în format zecimal de la terminal (consola) Al doilea argument indica unde se va depune în memorie valoarea citita; de aceea este necesar sa se precizeze adresa variabilei n (cu ajutorul operatorului &) În a doua instructiune la valoarea variabilei s se aduna valoarea variabilei n Operatorul += are semnificatia aduna la Aceasta secventa se repeta (do) cît timp (while) valoarea introdusa (n) este nenula Operatorul != are semnificatia diferit de În final functia printf afiseaza pe terminal valoarea variabilei s în format zecimal Al treilea program asteapta de la terminal introducerea unei valori naturale n, dupa care mai asteapta introducerea a n valori reale (dubla precizie): a0, a1, , an?1 În continuare se parcurge aceasta lista si se determina produsul valorilor strict pozitive În final programul afiseaza produsul calculat #include main() { int n,i; double a , p; scanf("%d",&n); for (i=0; i 0) p *= a[i]; printf("%lf\n",p); return 0; } În cadrul functiei main se declara doua variabile n si i care vor memora valori întregi Variabila n pastreaza numarul de valori reale din lista a Se declara de asemenea un tablou unidimensional a care va memora 100 de valori de tip real (dubla precizie), si o variabila p care va memora produsul cerut Se citeste de la terminal o valoare n În continuare se introduc valorile reale ai (i ? 0, 1, , n?1) Formatul de introducere "%lf" indica faptul ca se asteapta introducerea unei valori reale de la terminal, care va fi depusa la locatia de memorie asociata variabilei ai În locul constructiei &a[i] se poate folosi forma echivalenta a+i Pentru a introduce toate valorile ai se efectueaza un ciclu for, în cadrul caruia variabila i (care controleaza ciclul) ia toate valorile între 0 (inclusiv) si n (exclusiv) cu pasul 1 Trecerea la urmatoarea valoare a variabilei i se face cu ajutorul operatorului ++ În continuare variabila p, care va memora produsul valorilor cerute, se initializeaza cu 1 Fiecare valoare ai este verificata (instructiunea if) daca este strict pozitiva si în caz afirmativ este înmultita cu valoarea p Operatorul *= are semnificatia înmulteste cu Al patrulea program este o ilustrare a unor probleme legate de capacitatea reprezentarilor valorilor de tip întreg si virgula mobila #include int main() { short k,i; float a,b,c,u,v,w; i=240; k=i*i; printf("%hd\n",k); a=12345679; b=12345678; c=a*a-b*b; u=a*a; v=b*b; w=u-v; printf("%f %f\n",c,w); if (c==w) return 0; else return 1; } Variabila k, care ar trebui sa memoreze valoarea 57600, are tipul întreg scurt (short), pentru care domeniul de valori este restrîns la –32768 ? 32767 Astfel ca valoarea 1110000100000000(2) (în zecimal 57600), în reprezentare întreaga cu semn este de fapt –7936 Al doilea set de operatii necesita o analiza mai atenta; explicatiile sînt valabile pentru programe care ruleaza pe arhitecturi Intel Variabila c, care ar trebui sa memoreze valoarea 2461357 (rezultatul corect), va avea valoarea 2461356, deoarece tipul float are rezervate pentru mantisa doar 24 de cifre binare Rezultatul este foarte apropiat de cel corect deoarece rezultatele intermediare se pastreaza în registrii coprocesorului matematic cu precizie maxima Abia la memorare se efectueaza trunchierea, de unde rezulta valoarea afisata Cu totul altfel stau lucrurile în cazul celui de al treilea set de operatii Aici rezultatele intermediare sînt memorate de fiecare data cu trunchiere în variabile de tip float În final se calculeaza si diferenta dintre cele doua valori trunchiate, de unde rezulta valoarea 16777216 Înainte de terminare se verifica daca valorile c si w sînt egale În caz afirmativ se comunica sistemului de operare un cod 0 (terminare normala) În caz contrar se comunica un cod 1 (terminare anormala) Rulati acest program pe diferite sisteme de calcul si observati care este rezultatul 1 3 Meta-limbajul si setul de caractere Meta-limbajul care serveste la descrierea formala a sintaxei limbajului C este simplu Categoriile sintactice sau notiunile care trebuie definite sînt urmate de simbolul ':' Definitiile alternative de categorii sînt listate pe linii separate Daca o linie nu este suficienta, se trece la linia urmatoare, aliniata la un tab fata de linia precedenta Un simbol optional, terminal sau neterminal este indicat prin adaugarea imediata dupa el a configuratiei de caractere „?opt?” Setul de caractere al limbajului C este un subset al setului de caractere ASCII, format din: – 26 litere mici a b c d e f g h i j k l m n o p q r s t u v w x y z – 26 litere mari A B C D E F G H I J K L M N O P Q R S T U V W X Y Z – 10 cifre 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 – 30 simboluri speciale Blanc ! " # % & ' ( ) * ? , ? / : ; ? ? ? ? [ \ ] ^ ~ { | } – 6 simboluri negrafice \n, \t, \b, \r, \f, \a 2 Unitatile lexicale ale limbajului C În limbajul C exista sase tipuri de unitati lexicale: identificatori, cuvinte-cheie, constante, siruri, operatori si separatori 2 1 Identificatori Un identificator este o succesiune de litere si cifre dintre care primul caracter este în mod obligatoriu o litera Se admit si litere mari si litere mici dar ele se considera caractere distincte Liniuta de subliniere este considerata ca fiind litera Deci alfabetul peste care sînt definiti identificatorii este urmatorul: A ? ?a, ,z,A, ,Z,0, ,9, ? 2 2 Cuvinte cheie Cuvintele cheie sînt identificatori rezervati limbajului Ei au o semnificatie bine determinata si nu pot fi utilizati decît asa cum cere sintaxa limbajului Cuvintele-cheie se scriu obligatoriu cu litere mici Aceste cuvinte sînt (fiecare mediu de programare C poate folosi si alte cuvinte rezervate): int register if const char auto else void float extern for switch double static while case long struct do default short union continue return unsigned typedef break sizeof 2 3 Constante În limbajul C exista urmatoarele tipuri de constante: întreg (zecimal, octal, hexazecimal), întreg lung explicit, flotant, caracter, simbolic Constante întregi O constanta întreaga consta dintr-o succesiune de cifre O constanta octala este o constanta întreaga care începe cu 0 (cifra zero), si este formata cu cifre de la 0 la 7 O constanta hexazecimala este o constanta întreaga precedata de 0x sau 0X (cifra 0 si litera x) Cifrele hexazecimale includ literele de la A la F si de la a la f cu valori de la 10 la 15 În orice alt caz, constanta întreaga este o constanta zecimala Exemplu: constanta zecimala 31 poate fi scrisa ca 037 în octal si 0x1f sau 0X1F în hexazecimal O constanta întreaga este generata pe un cuvînt (doi sau patru octeti, daca sistemul de calcul este pe 16 sau 32 de biti) O constanta zecimala a carei valoare depaseste pe cel mai mare întreg cu semn reprezentabil pe un cuvînt scurt (16 biti) se considera de tip long si este generata pe 4 octeti O constanta octala sau hexazecimala care depaseste pe cel mai mare întreg fara semn reprezentabil pe un cuvînt scurt se considera de asemenea de tip long O constanta întreaga devine negativa daca i se aplica operatorul unar de negativare ’-’ Constante de tip explicit O constanta întreaga zecimala, octala sau hexazecimala, urmata imediat de litera l sau L este o constanta lunga Aceasta va fi generata în calculator pe 4 octeti Exemplu: 123L O constanta întreaga zecimala urmata imediat de litera u sau U este o constanta de tip întreg fara semn Litera u sau U poate fi precedata de litera l sau L Exemplu: 123lu Constante flotante O constanta flotanta consta dintr-o parte întreaga, un punct zecimal, o parte fractionara, litera e sau E si optional, un exponent care este un întreg cu semn Partea întreaga si partea fractionara sînt constituite din cîte o succesiune de cifre Într-o constanta flotanta, atît partea întreaga cît si partea fractionara pot lipsi dar nu ambele; de asemenea poate lipsi punctul zecimal sau litera e si exponentul, dar nu deodata (si punctul si litera e si exponentul) Exemplu: 123 456e?7 sau 0 12e?3 Orice constanta flotanta se considera a fi în precizie extinsa Constante caracter O constanta caracter consta dintr-un singur caracter scris între apostrofuri, de exemplu 'x' Valoarea unei constante caracter este valoarea numerica a caracterului, în setul de caractere al calculatorului De exemplu în setul de caractere ASCII caracterul zero sau '0' are valoarea 48 în zecimal, total diferita de valoarea numerica zero Constantele caracter participa la operatiile aritmetice ca si oricare alte numere De exemplu, daca variabila c contine valoarea ASCII a unei cifre, atunci prin instructiunea: c = c - '0' ; aceasta valoare se transforma în valoarea efectiva a cifrei Anumite caractere negrafice si caractere grafice ' (apostrof) si \ (backslash) pot fi reprezentate ca si constante caracter cu ajutorul asa numitor secvente de evitare Secventele de evitare ofera de altfel si un mecanism general pentru reprezentarea caracterelor mai greu de introdus în calculator si a oricaror configuratii de biti Aceste secvente de evitare sînt: \n new-line \r carriage return \\ backslash \t tab orizontal \f form feed \' apostrof \b backspace \a semnal sonor \" ghilimele \ddd configuratie de biti (ddd) Aceste secvente, desi sînt formate din mai multe caractere, ele reprezinta în realitate un singur caracter Secventa '\ddd' unde ddd este un sir de 1 pîna la 3 cifre octale, genereaza pe un octet valoarea caracterului dorit sau a configuratiei de biti dorite, date de sirul ddd Exemplu: secventa '\040' va genera caracterul spatiu Un caz special al acestei constructii este secventa '\0' care indica caracterul NULL, care este caracterul cu valoarea zero '\0' este scris deseori în locul lui 0 pentru a sublinia natura de caracter a unei anumite expresii Cînd caracterul care urmeaza dupa un backslash nu este unul dintre cele specificate, backslash-ul este ignorat Atragem atentia ca toate caracterele setului ASCII sînt pozitive, dar o constanta caracter specificata printr-o secventa de evitare poate fi si negativa, de exemplu '\377' are valoarea -1 Constante simbolice O constanta simbolica este un identificator cu valoare de constanta Valoarea constantei poate fi orice sir de caractere introdus prin constructia #define (vezi capitolul 8) Exemplu: #define MAX 1000 Dupa întîlnirea acestei constructii compilatorul va înlocui toate aparitiile constantei simbolice MAX cu valoarea 1000 Numele constantelor simbolice se scriu de obicei cu litere mari (fara a fi obligatoriu) 2 4 Siruri Un sir este o succesiune de caractere scrise între ghilimele, de exemplu "ABCD" Ghilimelele nu fac parte din sir; ele servesc numai pentru delimitarea sirului Caracterul " (ghilimele) poate aparea într-un sir daca se utilizeaza secventa de evitare \" În interiorul unui sir pot fi folosite si alte secvente de evitare pentru constante caracter, de asemenea poate fi folosit caracterul \ (backslash) la sfîrsitul unui rînd pentru a da posibilitatea continuarii unui sir pe mai multe linii, situatie în care caracterul \ însusi va fi ignorat Pentru sirul de caractere se mai foloseste denumirea constanta sir sau constanta de tip sir Cînd un sir apare într-un program C, compilatorul creeaza un masiv de caractere care contine caracterele sirului si plaseaza automat caracterul NULL ('\0') la sfîrsitul sirului, astfel ca programele care opereaza asupra sirurilor sa poata detecta sfîrsitul acestora Aceasta reprezentare înseamna ca, teoretic, nu exista o limita a lungimii unui sir, iar programele trebuie sa parcurga sirul, analizîndu-l pentru a-i determina lungimea Se admit si siruri de lungime zero Tehnic, un sir este un masiv ale carui elemente sînt caractere El are tipul masiv de caractere si clasa de memorie static (vezi sectiunea 3 1) Un sir este initializat cu caracterele date (vezi sectiunea 5 4) La alocare, memoria fizica ceruta este cu un octet mai mare decît numarul de caractere scrise între ghilimele, datorita adaugarii automate a caracterului null la sfîrsitul fiecarui sir Exemplu Functia strlen(s) returneaza lungimea sirului de caractere s, excluzînd caracterul terminal null int strlen(char s[]) { /* returneaza lungimea sirului */ int i; i=0; while (s[i]!='\0') ++i; return i; } Atragem atentia asupra diferentei dintre o constanta caracter si un sir care contine un singur caracter "x" nu este acelasi lucru cu 'x' 'x' este un singur caracter, folosit pentru a genera pe un octet valoarea numerica a literei x, din setul de caractere al calculatorului "x" este un sir de caractere, care în calculator se reprezinta pe doi octeti, dintre care primul contine un caracter (litera x), iar al doilea caracterul NULL care indica sfîrsitul de sir 2 5 Operatori Limbajul C prezinta un numar mare de operatori care pot fi clasificati dupa diverse criterii Exista operatori unari, binari si ternari, operatori aritmetici, logici, operatori pe biti etc Într-un capitol separat vom prezenta clasele de operatori care corespund la diferite nivele de prioritate 2 6 Separatori Un separator este un caracter sau un sir de caractere care separa unitatile lexicale într-un program scris în C Separatorul cel mai frecvent este asa numitul spatiu alb (blanc) care contine unul sau mai multe spatii, tab-uri, new-line-uri sau comentarii Aceste constructii sînt eliminate în faza de analiza lexicala a compilarii Dam mai jos lista separatorilor admisi în limbajul C ( ) Parantezele mici ? încadreaza lista de argumente ale unei functii sau delimiteaza anumite parti în cadrul expresiilor aritmetice etc { } Acoladele ? încadreaza instructiunile compuse, care constituie corpul unor instructiuni sau corpul functiilor [ ] Parantezele mari ? încadreaza dimensiunile de masiv sau indicii elementelor de masiv " " Ghilimelele ? încadreaza un sir de caractere ' ' Apostrofurile ? încadreaza un singur caracter sau o secventa de evitare ; Punct si virgula ? termina o instructiune /* Slash asterisc ? început de comentariu */ Asterisc slash ? sfîrsit de comentariu Un comentariu este un sir de caractere care începe cu caracterele /* si se termina cu caracterele */ Un comentariu poate sa apara oriunde într-un program, unde poate aparea un blanc si are rol de separator; el nu influenteaza cu nimic semnificatia programului, scopul lui fiind doar o documentare a programului Nu se admit comentarii imbricate 3 Variabile O variabila este un obiect de programare caruia i se atribuie un nume Variabilele ca si constantele sînt elemente de baza cu care opereaza un program scris în C Variabilele se deosebesc dupa denumire si pot primi diferite valori Numele variabilelor sînt identificatori Numele de variabile se scriu de obicei cu litere mici (fara a fi obligatoriu) Variabilele în limbajul C sînt caracterizate prin doua atribute: clasa de memorie si tip Aceste doua atribute îi sînt atribuite unei variabile prin intermediul unei declaratii Declaratiile listeaza variabilele care urmeaza a fi folosite, stabilesc clasa de memorie, tipul variabilelor si eventual valorile initiale, dar despre declaratii vom discuta în capitolul 5 3 1 Clase de memorie Limbajul C prezinta patru clase de memorie: automatica, externa, statica, registru Variabile automatice Variabilele automatice sînt variabile locale fiecarui bloc (sectiunea 6 2) sau functii (capitolul 7) Ele se declara prin specificatorul de clasa de memorie auto sau implicit prin context O variabila care apare în corpul unei functii sau al unui bloc pentru care nu s-a facut nici o declaratie de clasa de memorie se considera implicit de clasa auto O variabila auto este actualizata la fiecare intrare în bloc si se distruge în momentul cînd controlul a parasit blocul Ele nu îsi retin valorile de la un apel la altul al functiei sau blocului si trebuie initializate la fiecare intrare Daca nu sînt initializate, contin valori reziduale Nici o functie nu are acces la variabilele auto din alta functie În functii diferite pot exista variabile locale cu aceleasi nume, fara ca variabilele sa aiba vreo legatura între ele Variabile externe Variabilele externe sînt variabile cu caracter global Ele se definesc în afara oricarei functii si pot fi apelate prin nume din oricare functie care intra în alcatuirea programului În declaratia de definitie aceste variabile nu necesita specificarea nici unei clase de memorie La întîlnirea unei definitii de variabila externa compilatorul aloca si memorie pentru aceasta variabila Într-un fisier sursa domeniul de definitie si actiune al unei variabile externe este de la locul de declaratie pîna la sfîrsitul fisierului Aceste variabile exista si îsi pastreaza valorile de-a lungul executiei întregului program Pentru ca o functie sa poata utiliza o variabila externa, numele variabilei trebuie facut cunoscut functiei printr-o declaratie Declaratia poate fi facuta fie explicit prin utilizarea specificatorului extern, fie implicit prin context Daca definitia unei variabile externe apare în fisierul sursa înaintea folosirii ei într-o functie particulara, atunci nici o declaratie ulterioara nu este necesara, dar poate fi facuta Daca o variabila externa este referita într-o functie înainte ca ea sa fie definita, sau daca este definita într-un fisier sursa diferit de fisierul în care este folosita, atunci este obligatorie o declaratie extern pentru a lega aparitiile variabilelor respective Daca o variabila externa este definita într-un fisier sursa diferit de cel în care ea este referita, atunci o singura declaratie extern data în afara oricarei functii este suficienta pentru toate functiile care urmeaza declaratiei Functiile sînt considerate în general variabile externe afara de cazul cînd se specifica altfel Variabilele externe se folosesc adeseori în locul listelor de argumente pentru a comunica date între functii, chiar daca functiile sînt compilate separat Variabile statice Variabilele statice se declara prin specificatorul de clasa de memorie static Aceste variabile sînt la rîndul lor de doua feluri: interne si externe Variabilele statice interne sînt locale unei functii si se definesc în interiorul unei functii, dar spre deosebire de variabilele auto, ele îsi pastreaza valorile tot timpul executiei programului Variabilele statice interne nu sînt create si distruse de fiecare data cînd functia este activata sau parasita; ele ofera în cadrul unei functii o memorie particulara permanenta pentru functia respectiva Alte functii nu au acces la variabilele statice interne proprii unei functii Ele pot fi declarate si implicit prin context; de exemplu sirurile de caractere care apar în interiorul unei functii cum ar fi argumentele functiei printf (vezi capitolul 11) sînt variabile statice interne Variabilele statice externe se definesc în afara oricarei functii si orice functie are acces la ele Aceste variabile sînt însa globale numai pentru fisierul sursa în care ele au fost definite Nu sînt recunoscute în alte fisiere În concluzie, variabila statica este externa daca este definita în afara oricarei functii si este static interna daca este definita în interiorul unei functii În general, functiile sînt considerate obiecte externe Exista însa si posibilitatea sa declaram o functie de clasa static Aceasta face ca numele functiei sa nu fie recunoscut în afara fisierului în care a fost declarata Variabile registru O variabila registru se declara prin specificatorul de clasa de memorie register Ca si variabilele auto ele sînt locale unui bloc sau functii si valorile lor se pierd la iesirea din blocul sau functia respectiva Variabilele declarate register indica compilatorului ca variabilele respective vor fi folosite foarte des Daca este posibil, variabilele register vor li plasate de catre compilator în registrii rapizi ai calculatorului, ceea ce conduce la programe mai compacte si mai rapide Variabile register pot fi numai variabilele automatice sau parametrii formali ai unei functii Practic exista cîteva restrictii asupra variabilelor register care reflecta realitatea hardware-ului de baza Astfel: ? numai cîteva variabile din fiecare functie pot fi pastrate în registri (de obicei 2 sau 3); declaratia register este ignorata pentru celelalte variabile; ? numai tipurile de date int, char si pointer sînt admise; ? nu este posibila referirea la adresa unei variabile register 3 2 Tipuri de variabile Limbajul C admite numai cîteva tipuri fundamentale de variabile: caracter, întreg, flotant Tipul caracter O variabila de tip caracter se declara prin specificatorul de tip char Zona de memorie alocata unei variabile de tip char este de un octet Ea este suficient de mare pentru a putea memora orice caracter al setului de caractere implementate pe calculator Daca un caracter din setul de caractere este memorat într-o variabila de tip char, atunci valoarea sa este egala cu codul întreg al caracterului respectiv Si alte cantitati pot fi memorate în variabile de tip char, dar implementarea este dependenta de sistemul de calcul Ordinul de marime al variabilelor caracter este între -128 si 127 Caracterele setului ASCII sînt toate pozitive, dar o constanta caracter specificata printr-o secventa de evitare poate fi si negativa, de exemplu '\377' are valoarea -1 Acest lucru se întîmpla atunci cînd aceasta constanta apare într-o expresie, moment în care se converteste la tipul int prin extensia bitului cel mai din stînga din octet (datorita modului de functionare a instructiunilor calculatorului) Tipul întreg Variabilele întregi pozitive sau negative pot fi declarate prin specificatorul de tip int Zona de memorie alocata unei variabile întregi poate fi de cel mult trei dimensiuni Relatii despre dimensiune sînt furnizate de calificatorii short, long si unsigned, care pot fi aplicati tipului int Calificatorul short se refera totdeauna la numarul minim de octeti pe care poate fi reprezentat un întreg, în cazul nostru 2 Calificatorul long se refera la numarul maxim de octeti pe care poate fi reprezentat un întreg, în cazul nostru 4 Tipul int are dimensiunea naturala sugerata de sistemul de calcul Scara numerelor întregi reprezentabile în masina depinde de asemenea de sistemul de calcul: un întreg poate lua valori între -32768 si 32767 (sisteme de calcul pe 16 biti) sau între -2147483648 si 2147483647 (sisteme de calcul pe 32 de biti) Calificatorul unsigned alaturi de declaratia de tip int determina ca valorile variabilelor astfel declarate sa fie considerate întregi fara semn Numerele de tipul unsigned respecta legile aritmeticii modulo 2n, unde n este numarul de biti din reprezentarea unei variabile de tip int Numerele de tipul unsigned sînt totdeauna pozitive Declaratiile pentru calificatori sînt de forma: short int x; long int y; unsigned int z; Cuvîntul int poate fi omis în aceste situatii Tipul flotant (virgula mobila) Variabilele flotante pot fi în simpla precizie si atunci se declara prin specificatorul de tip float sau în dubla precizie si atunci se declara prin specificatorul double Majoritatea sistemelor de calcul admit si reprezentarea în precizie extinsa; o variabila în precizie extinsa se declara prin specificatorul long double Tipul void (tip neprecizat) Un pointer poate fi declarat de tip void În aceasta situatie pointerul nu poate fi folosit pentru indirectare (dereferentiere) fara un cast explicit, si aceasta deoarece compilatorul nu poate determina marimea obiectului pe care pointerul îl indica int x; float r; void *p = &x; /* p indica pe x */ int main() { *(int *) p = 2; p = &r; /* p indica pe r */ *(float *)p = 1 1; } Daca o functie este declarata de tip void, aceasta nu va returna o valoare: void hello(char *name) { printf("Hello, %s ",name); } Tipuri derivate În afara de tipurile aritmetice fundamentale, exista, în principiu, o clasa infinita de tipuri derivate, construite din tipurile fundamentale în urmatoarele moduri: – „masive de T” pentru masive de obiecte de un tip dat T, unde T este unul dintre tipurile admise; – „functii care returneaza T” pentru functii care returneaza obiecte de un tip dat T; – „pointer la T” pentru pointeri la obiecte de un tip dat T; – „structuri” pentru un sir de obiecte de tipuri diferite; – „reuniuni” care pot contine obiecte de tipuri diferite, tratate într-o singura zona de memorie În general aceste metode de construire de noi tipuri de obiecte pot fi aplicate recursiv Amanunte despre tipurile derivate sînt date în sectiunea 5 3 3 3 Obiecte si valori-stînga Alte doua notiuni folosite în descrierea limbajului C sînt obiectul si valoarea-stînga Un obiect este continutul unei zone de memorie O valoare-stînga este o expresie care se refera la un obiect Un exemplu evident de valoare-stînga este un identificator Exista operatori care produc valori-stînga: de exemplu, daca E este o expresie de tip pointer, atunci *E este o expresie valoare-stînga care se refera la obiectul pe care-l indica E Numele valoare-stînga (în limba engleza left value) a fost sugerat din faptul ca în expresia de atribuire E1 = E2 operandul stîng E1 trebuie sa fie o expresie valoare-stînga În paragraful de descriere a operatorilor se va indica daca operanzii sînt valori-stînga sau daca rezultatul operatiei este o valoare-stînga 3 4 Conversii de tip Un numar mare de operatori pot cauza conversia valorilor unui operand de la un tip la altul Daca într-o expresie apar operanzi de diferite tipuri, ei sînt convertiti la un tip comun dupa un mic numar de reguli În general se fac automat numai conversiile care an sens, de exemplu: din întreg în flotant, într-o expresie de forma f+i Expresii care nu au sens, ca de exemplu un numar flotant ca indice, nu sînt admise Caractere si întregi Un caracter poate aparea oriunde unde un întreg este admis În toate cazurile valoarea caracterului este convertita automat într-un întreg Deci într-o expresie aritmetica tipul char si int pot aparea împreuna Aceasta permite o flexibilitate considerabila în anumite tipuri de transformari de caractere Un astfel de exemplu este functia atoi descrisa în sectiunea 7 5 care converteste un sir de cifre în echivalentul lor numeric Expresia: s[i] - '0' produce valoarea numerica a caracterului (cifra) memorat în ASCII Atragem atentia ca atunci cînd o variabila de tip char este convertita la tipul int, se poate produce un întreg negativ, daca bitul cel mai din stînga al octetului contine 1 Caracterele din setul de caractere ASCII nu devin niciodata negative, dar anumite configuratii de biti memorate în variabile de tip caracter pot aparea ca negative prin extensia la tipul int Conversia tipului int în char se face cu pierderea bitilor de ordin superior Întregii de tip short sînt convertiti automat la int Conversia întregilor se face cu extensie de semn; întregii sînt totdeauna cantitati cu semn Un întreg long este convertit la un întreg short sau char prin trunchiere la stînga; surplusul de biti de ordin superior se pierde Conversii flotante Toate operatiile aritmetice în virgula mobila se executa în precizie extinsa Conversia de la float la int se face prin trunchierea partii fractionare Conversia de la int la float este acceptata Întregi fara semn Într-o expresie în care apar doi operanzi, dintre care unul unsigned iar celalalt un întreg de orice alt tip, întregul cu semn este convertit în întreg fara semn si rezultatul este un întreg fara semn Cînd un int trece în unsigned, valoarea sa este cel mai mic întreg fara semn congruent cu întregul cu semn (modulo 216 sau 232) Într-o reprezentare la complementul fata de 2 (deci pentru numere negative), conversia este conceptuala, nu exista nici o schimbare reala a configuratiei de biti Cînd un întreg fara semn este convertit la long, valoarea rezultatului este numeric aceeasi ca si a întregului fara semn, astfel conversia nu face altceva decît sa adauge zerouri la stînga Conversii aritmetice Daca un operator aritmetic binar are doi operanzi de tipuri diferite, atunci tipul de nivel mai scazut este convertit la tipul de nivel mai înalt înainte de operatie Rezultatul este de tipul de nivel mai înalt Ierarhia tipurilor este urmatoarea: – char ? short ? int ? long; – float ? double ? long double; – tip întreg cu semn ? tip întreg fara semn; – tip întreg ? virgula mobila Conversii prin atribuire Conversiile de tip se pot face prin atribuire; valoarea membrului drept este convertita la tipul membrului stîng, care este tipul rezultatului Conversii logice Expresiile relationale de forma i ='0') && (c > sînt operatori logici pe biti Ei se grupeaza de la stînga la dreapta Expresie-deplasare: expresie > expresie Operatorul > produce deplasarea la dreapta a operandului din stînga cu un numar de pozitii binare dat de operandul din dreapta În ambele cazuri se executa conversiile aritmetice obisnuite asupra operanzilor, fiecare dintre ei trebuind sa fie de tip întreg Operandul din dreapta este convertit la int; tipul rezultatului este cel al operandului din stînga Rezultatul este nedefinit daca operandul din dreapta este negativ sau mai mare sau egal cu lungimea obiectului, în biti Astfel valoarea expresiei E1 >E2 este E1 deplasata la dreapta cu E2 pozitii binare Deplasarea la dreapta este logica (bitii eliberati devin 0) daca E1 este de tip unsigned; altfel ea este aritmetica (bitii eliberati devin copii ale bitului semn) Exemplu: x , = se grupeaza de la stînga la dreapta Expresie-relationala: expresie expresie expresie = expresie Operatorii (mai mare), = (mai mare sau egal) produc valoarea 0 daca relatia specificata este falsa si 1 daca ea este adevarata Tipul rezultatului este int Se executa conversiile aritmetice obisnuite Acesti operatori au precedenta mai mica decît operatorii aritmetici, astfel ca expresia i b) ? a : b; calculeaza maximul dintre a si b si îl atribuie lui z Se evalueaza mai întîi prima expresie a>b Daca ea este adevarata se evalueaza a doua expresie si valoarea ei este rezultatul operatiei, aceasta valoare se atribuie lui z Daca prima expresie nu este adevarata atunci z ia valoarea lui b Expresia conditionala poate fi folosita peste tot unde sintaxa cere o expresie Daca este posibil, se executa conversiile aritmetice obisnuite pentru a aduce expresia a doua si a treia la un tip comun; daca ambele expresii sînt pointeri de acelasi tip, rezultatul are si el acelasi tip; daca numai o expresie este un pointer, cealalta trebuie sa fie constanta 0, iar rezultatul este de tipul pointerului Întotdeauna numai una dintre expresiile a doua si a treia este evaluata Daca f este flotant si n întreg, atunci expresia (h>0)? f : n este de tip double indiferent daca n este pozitiv sau negativ Parantezele nu sînt necesare deoarece precedenta operatorului ?: este mai mica, dar ele pot fi folosite pentru a face expresia conditionala mai vizibila 4 14 Operatori de atribuire Exista mai multi operatori de atribuire, care se grupeaza toti de la dreapta la stînga Operandul stîng este o valoare-stînga, operandul drept este o expresie Tipul expresiei de atribuire este tipul operandului stîng Rezultatul este valoarea memorata în operandul stîng dupa ce atribuirea a avut loc Cele doua parti ale unui operator de atribuire compus sînt unitati lexicale (simboluri) distincte Expresie-atribuire: valoare-stînga = expresie valoare-stînga op= expresie unde op poate fi unul din operatorii +, -, *, /, %, >, &, ^, | Într-o atribuire simpla cu =, valoarea expresiei înlocuieste pe cea a obiectului referit de valoare-stînga Daca ambii operanzi au tip aritmetic, atunci operandul drept este convertit la tipul operandului stîng înainte de atribuire Expresiile de forma E1 op= E2 se interpreteaza ca fiind echivalente cu expresiile de forma E1 = E1 op E2; totusi E1 este evaluata o singura data Exemplu: expresia x *= y+1 este echivalenta cu x = x * (y+1) si nu cu x = x * y + 1 Pentru operatorii += si -=, operandul stîng poate fi si un pointer, în care caz operandul din dreapta este convertit la întreg (vezi capitolul 9) Toti operanzii din dreapta si toti operanzii din stînga care nu sînt pointeri trebuie sa fie de tip aritmetic Atribuirea prescurtata este avantajoasa în cazul cînd în membrul stîng avem expresii complicate, deoarece ele se evalueaza o singura data 4 15 Operatorul virgula Expresie-virgula: expresie , expresie O pereche de expresii separate prin virgula se evalueaza de la stînga la dreapta si valoarea expresiei din stînga se neglijeaza Tipul si valoarea rezultatului sînt cele ale operandului din dreapta Acesti operatori se grupeaza de la stînga la dreapta În contextele în care virgula are un sens special, (de exemplu într-o lista de argumente reale ale unei functii si lista de initializare), operatorul virgula descris aici poate aparea numai în paranteze De exemplu functia: f(a,(t=3,t+2),c) are trei argumente, dintre care al doilea are valoarea 5 Expresia acestui argument este o expresie virgula În calculul valorii lui se evalueaza întîi expresia din stînga si se obtine valoarea 3 pentru t, apoi cu aceasta valoare se evalueaza a doua expresie si se obtine t?5 Prima valoare a lui t se pierde 4 16 Precedenta si ordinea de evaluare Tabelul de la sfîrsitul acestei sectiuni constituie un rezumat al regulilor de precedenta si asociativitate ale tuturor operatorilor Operatorii din aceeasi linie au aceeasi precedenta; liniile sînt scrise în ordinea descrescatoare a precedentei, astfel de exemplu operatorii *, / si % au toti aceeasi precedenta, care este mai mare decît aceea a operatorilor + si - Dupa cum s-a mentionat deja, expresiile care contin unul dintre operatorii asociativi sau comutativi (*, +, &, ^, |) pot fi rearanjate de compilator chiar daca contin paranteze În cele mai multe cazuri aceasta nu produce nici o diferenta; în cazurile în care o asemenea diferenta ar putea aparea pot fi utilizate variabile temporare explicite, pentru a forta ordinea de evaluare Limbajul C, ca si multe alte limbaje, nu specifica în ce ordine sînt evaluati operanzii unui operator De exemplu într-o instructiune de forma: x = f() + g(); f poate fi evaluata înainte sau dupa evaluarea lui g; daca f sau g altereaza o variabila externa de care cealalta depinde, x poate depinde de ordinea de evaluare Din nou rezultate intermediare trebuie memorate în variabile temporare pentru a asigura o secventa particulara Operator Asociativitate () [] -> stînga la dreapta ! ++ - (tip) * & sizeof dreapta la stînga * / % stînga la dreapta + - stînga la dreapta > stînga la dreapta >= stînga la dreapta == != stînga la dreapta & stînga la dreapta ^ stînga la dreapta | stînga la dreapta && stînga la dreapta || stînga la dreapta ?: dreapta la stînga = op= dreapta la stînga , stînga la dreapta 5 Declaratii Declaratiile se folosesc pentru a specifica interpretarea pe care compilatorul trebuie sa o dea fiecarui identificator Declaratie: specificator-declaratie lista-declarator?opt?; Specificator-declaratie: specificator-tip specificator-declaratie?opt? specificator-clasa-memorie specificator-declaratie?opt? Specificator-tip: char short int long unsigned float double void specificator-structura-sau-reuniune typedef-nume Specificator-clasa-memorie: auto static extern register const typedef Lista-declarator: declarator-cu-initializare declarator-cu-initializare, lista-declarator Declarator-cu-initializare: declarator initializator?opt? Declarator: identificator (declarator) * declarator declarator () declarator [expresie-constanta?opt?] Declaratiile listeaza toate variabilele care urmeaza a fi folosite într-un program O declaratie specifica tipul, clasa de memorie si eventual valorile initiale pentru una sau mai multe variabile de acelasi tip Declaratiile se fac sau în afara oricarei functii sau la începutul unei functii înaintea oricarei instructiuni Nu orice declaratie rezerva si memorie pentru un anumit identificator, de aceea deosebim: ? declaratia de definitie a unei variabile, care se refera la locul unde este creata variabila si unde i se aloca memorie; ? declaratia de utilizare a unei variabile, care se refera la locul unde numele variabilei este declarat pentru a anunta proprietatile variabilei care urmeaza a fi folosita 5 1 Specificatori de clasa de memorie Specificatorii de clasa de memorie sînt: auto static extern register const typedef Specificatorul typedef nu rezerva memorie si este denumit „specificator de clasa de memorie” numai din motive sintactice; el va fi discutat în capitolul 10 Semnificatia diferitelor clase de memorie a fost discutata deja în paragraful 3 1 Declaratiile cu specificatorii auto, static si register determina si rezervarea unei zone de memorie corespunzatoare Declaratia cu specificatorul extern presupune o definitie externa pentru identificatorii dati, undeva în afara functiei sau fisierului în care ei sînt declarati Într-o declaratie poate sa apara cel mult un specificator de clasa de memorie Daca specificatorul de clasa lipseste din declaratie, el se considera implicit auto în interiorul unei functii si definitie extern în afara functiei Exceptie fac functiile care nu sînt niciodata automatice De exemplu liniile: int sp; double val[MAXVAL]; care apar într-un program în afara oricarei functii, definesc variabilele externe sp de tip int si val de tip masiv de double Ele determina alocarea memoriei si servesc de asemenea ca declaratii ale acestor variabile în tot restul fisierului sursa Pe de alta parte liniile: extern int sp; extern double val[]; declara pentru restul fisierului sursa ca variabilele sp si val sînt externe, sp este de tip int si val este un masiv de double si ca ele au fost definite în alta parte, unde li s-a alocat si memorie Deci aceste declaratii nu creeaza aceste variabile si nici nu le aloca memorie 5 2 Specificatori de tip Specificatorii de tip sînt: char short int long unsigned float double void specificator-structura-sau-reuniune typedef-nume Cuvintele long, short si unsigned pot fi considerate si ca adjective; urmatoarele combinatii sînt acceptate: short int long int unsigned int unsigned long int long double Într-o declaratie se admite cel mult un specificator de tip, cu exceptia combinatiilor amintite mai sus Daca specificatorul de tip lipseste din declaratie, el se considera implicit int Specificatorii de structuri si reuniuni sînt prezentati în sectiunea 10 9, iar declaratiile cu typedef în sectiunea 10 10 5 3 Declaratori Lista-declarator care apare într-o declaratie este o succesiune de declaratori separati prin virgule, fiecare dintre ei putînd avea un initializator Declaratorii din lista-declarator sînt identificatorii care trebuie declarati Fiecare declarator este considerat ca o afirmatie care, atunci cînd apare o constructie de aceeasi forma cu declaratorul, produce un obiect de tipul si de clasa de memorie indicata Fiecare declarator contine un singur identificator Gruparea declaratorilor este la fel ca si la expresii Daca declaratorul este un identificator simplu, atunci el are tipul indicat de specificatorul din declaratie Un declarator între paranteze este tot un declarator, dar legatura declaratorilor complecsi poate fi alterata de paranteze Sa consideram acum o declaratie de forma: T D1 unde T este un specificator de tip (ca de exemplu int) si D1 un declarator Sa presupunem ca aceasta declaratie face ca identificatorul sa aiba tipul „ T” unde „ ” este vid daca D1 este un identificator simplu (asa cum tipul lui x în int x este int) Daca D1 are forma: *D atunci tipul identificatorului pe care-l contine acest declarator este „pointer la T” Daca D1 are forma: D() atunci identificatorul pe care-l contine are tipul „functie care returneaza T” Daca D1 are forma: D[expresie-constanta] sau D[] atunci identificatorul pe care-l contine are tipul „masiv de T” În primul caz expresia constanta este o expresie a carei valoare este determinabila la compilare si al carei tip este int Cînd mai multi identificatori „masiv de T” sînt adiacenti, se creeaza un masiv multidimensional; expresiile constante care specifica marginile masivelor pot lipsi numai pentru primul membru din secventa Aceasta omisiune este utila cînd masivul este extern si definitia reala care aloca memoria este în alta parte (vezi sectiunea 5 1) Prima expresie constanta poate lipsi de asemenea cînd declaratorul este urmat de initializare În acest caz dimensiunea este calculata la compilare din numarul elementelor initiale furnizate Un masiv poate fi construit din obiecte de unul dintre tipurile de baza, din pointeri, din reuniuni sau structuri, sau din alte masive (pentru a genera un masiv multidimensional) Nu toate posibilitatile admise de sintaxa de mai sus sînt permise Restrictiile sînt urmatoarele: functiile nu pot returna masive, structuri, reuniuni sau functii, desi ele pot returna pointeri la astfel de obiecte; nu exista masive de functii, dar pot fi masive de pointeri la functii De asemenea, o structura sau reuniune nu poate contine o functie, dar ea poate contine un pointer la functie De exemplu, declaratia int i, *ip, f(), *fip(), (*pfi)(); declara un întreg i, un pointer ip la un întreg, o functie f care returneaza un întreg, o functie fip care returneaza un pointer la un întreg, un pointer pfi la o functie care returneaza un întreg Prezinta interes compararea ultimilor doi declaratori Constructia *fip() este *(fip()), astfel ca declaratia sugereaza apelul functiei fip si apoi utilizînd indirectarea prin intermediul pointerului se obtine un întreg În declaratorul (*pfi)(), parantezele externe sînt necesare pentru arata ca indirectarea printr-un pointer la o functie furnizeaza o functie, care este apoi apelata; ea returneaza un întreg Declaratiile de variabile pot fi explicite sau implicite prin context De exemplu declaratiile: int a,b,c; char d, m ; specifica un tip si o lista de variabile Aici clasa de memorie nu este declarata explicit, ea se deduce din context Daca declaratia este facuta în afara oricarei functii atunci clasa de memorie este extern; daca declaratia este facuta în interiorul unei functii atunci implicit clasa de memorie este auto Variabilele pot fi distribuite în declaratii în orice mod; astfel listele le mai sus pot fi scrise si sub forma: int a; int b; int c; char d; char m ; Aceasta ultima forma ocupa mai mult spatiu dar este mai convenabila pentru adaugarea unui comentariu pentru fiecare declaratie sau pentru modificari ulterioare 5 4 Modificatorul const Valoarea unei variabile declarate cu acest modificator nu poate fi modificata Sintaxa: const nume-variabila = valoare ; nume-functie ( , const tip *nume-variabila, ) În prima varianta, modificatorul atribuie o valoare initiala unei variabile care nu mai poate fi ulterior modificata de program De exemplu, const int virsta = 39; Orice atribuire pentru variabila virsta va genera o eroare de compilare Atentie! O variabila declarata cu const poate fi indirect modificata prin intermediul unui pointer: int *p = &virsta; *p = 35; În a doua varianta modificatorul const este folosit împreuna cu un parametru pointer într-o lista de parametri ai unei functii Functia nu poate modifica variabila pe care o indica pointerul: int printf (const char *format, ); 5 5 Initializare Un declarator poate specifica o valoare initiala pentru identificatorul care se declara Initializatorul este precedat de semnul = si consta dintr-o expresie sau o lista de valori incluse în acolade Initializator: expresie {lista-initializare} Lista-initializare: expresie lista-initializare, lista-initializare {lista-initializare} Toate expresiile dintr-un initializator pentru variabile statice sau externe trebuie sa fie expresii constante (vezi sectiunea 3 4) sau expresii care se reduc la adresa unei variabile declarate anterior, posibil offset-ul unei expresii constante Variabilele de clasa auto sau register pot fi initializate cu expresii oarecare, nu neaparat expresii constante, care implica constante sau variabile declarate anterior sau chiar functii În absenta initializarii explicite, variabilele statice si externe sînt initializate implicit cu valoarea 0 Variabilele auto si register au valori initiale nedefinite (reziduale) Pentru variabilele statice si externe, initializarea se face o singura data, în principiu înainte ca programul sa înceapa sa se execute Pentru variabilele auto si register, initializarea este facuta la fiecare intrare în functie sau bloc Daca un initializator se aplica unui „scalar” (un pointer sau un obiect de tip aritmetic) el consta dintr-o singura expresie, eventual în acolade Valoarea initiala a obiectului este luata din expresie; se efectueaza aceleasi operatii ca în cazul atribuirii Pentru initializarea masivelor si masivelor de pointeri vezi sectiunea 9 8 Pentru initializarea structurilor vezi sectiunea 10 3 Daca masivul sau structura contine sub-masive sau sub-structuri regula de initializare se aplica recursiv la membrii masivului sau structuri 5 6 Nume-tip În cele expuse mai sus furnizarea unui nume-tip a fost necesar în doua contexte: ? pentru a specifica conversii explicite de tip prin intermediul unui cast (vezi sectiunea 3 4); ? ca argument al lui sizeof (vezi sectiunea 4 2) Un nume-tip este în esenta o declaratie pentru un obiect de acest tip, dar care omite numele obiectului Nume-tip: specificator-tip declarator-abstract Declarator-abstract: vid (declarator-abstract) *declarator-abstract declarator-abstract() declarator-abstract[expresie-constanta?opt?] Pentru a evita ambiguitatea, în constructia: (declarator-abstract) declaratorul abstract se presupune a nu fi vid Cu aceasta restrictie, este posibil sa identificam în mod unic locul într-un declarator-abstract, unde ar putea aparea un identificator, daca aceasta constructie a fost un declarator într-o declaratie Atunci tipul denumit este acelasi ca si tipul identificatorului ipotetic De exemplu: int int* int * int(*) int *( ) int(*)() denumeste respectiv tipurile int, „pointer la întreg”, „masiv de 3 pointeri la întregi”, „pointer la un masiv de 3 întregi”, „functie care returneaza pointer la întreg” si „pointer la o functie care returneaza întreg” 6 Instructiuni Într-un program scris în limbajul C instructiunile se executa secvential, în afara de cazul în care se indica altfel Instructiunile pot fi scrise cîte una pe o linie pentru o lizibilitate mai buna, dar nu este obligatoriu 6 1 Instructiunea expresie Cele mai multe instructiuni sînt instructiuni expresie O expresie devine instructiune daca ea este urmata de punct si virgula Format: expresie; De obicei instructiunile expresie sînt atribuiri sau apeluri de functie; de exemplu: x = 0; printf( ); În limbajul C punct si virgula este un terminator de instructiune si este obligatoriu 6 2 Instructiunea compusa sau blocul Instructiunea compusa este o grupare de declaratii si instructiuni închise între acolade Ele au fost introduse cu scopul de a folosi mai multe instructiuni acolo unde sintaxa cere o instructiune Instructiunea compusa sau blocul sînt echivalente sintactic cu o singura instructiune Format: Instructiune-compusa: { lista-declaratori?opt? lista-instructiuni?opt? } Lista-declaratori: declaratie declaratie lista-declaratori Lista-instructiuni: instructiune instructiune lista-instructiuni Daca anumiti identificatori din lista-declaratori au fost declarati anterior, atunci declaratia exterioara este salvata pe durata blocului, dupa care îsi reia sensul sau Orice initializare pentru variabile auto si register se efectueaza la fiecare intrare în bloc Initializarile pentru variabilele static se executa numai o singura data cînd programul începe sa se execute Un bloc se termina cu o acolada dreapta care nu este urmata niciodata de punct si virgula 6 3 Instructiunea conditionala Sintaxa instructiunii conditionale admite doua formate: if (expresie) instructiune-1 if (expresie) instructiune-1 else instructiune-2 Instructiunea conditionala se foloseste pentru a lua decizii În ambele cazuri se evalueaza expresia si daca ea este „adevarata” (deci diferita de zero) se executa instructiune-1 Daca expresia este „falsa” (are valoarea zero) si instructiunea if are si parte de else atunci se executa instructiune-2 Una si numai una dintre cele doua instructiuni se executa Deoarece un if testeaza pur si simplu valoarea numerica a unei expresii, se admite o prescurtare si anume: if (expresie) în loc de: if (expresie != 0) Deoarece partea else a unei instructiuni if este optionala, exista o ambiguitate cînd un else este omis dintr-o secventa de if imbricata Aceasta se rezolva asociind else cu ultimul if care nu are else Exemplu: if (n>0) if (a>b) z = a; else z = b; Partea else apartine if-ului din interior Daca nu dorim acest lucru atunci folosim acoladele pentru a forta asocierea: if (n>0) { if (a>b) z = a; } else z = b; Instructiunea conditionala admite si constructia else-if de forma: if (expresie-1) instructiune-1 else if (expresie-2) instructiune-2 else if (expresie-3) instructiune-3 else instructiune-4 Aceasta secventa de if se foloseste frecvent în programe, ca mod de a exprima o decizie multipla Expresiile se evalueaza în ordinea în care apar; daca se întîlneste o expresie adevarata, atunci se executa instructiunea asociata cu ea si astfel se termina întregul lant Oricare instructiune poate fi o instructiune simpla sau un grup de instructiuni între acolade ` Instructiunea dupa ultimul else se executa în cazul în care nici o expresie nu a fost adevarata Daca în acest caz nu exista nici o actiune explicita de facut, atunci partea else instructiune-4 poate sa lipseasca Functia binary din sectiunea 7 5 este un exemplu de decizie multipla de ordinul 3 Pot exista un numar arbitrar de constructii: else if (expresie) instructiune grupate între un if initial si un else final Întotdeauna un else se leaga cu ultimul if întîlnit 6 4 Instructiunea while Format: while (expresie) instructiune Instructiunea se executa repetat atîta timp cît valoarea expresiei este diferita de zero Testul are loc înaintea fiecarei executii a instructiunii Prin urmare ciclul este urmatorul: se testeaza conditia din paranteze daca ea este adevarata, deci expresia din paranteze are o valoare diferita de zero, se executa corpul instructiunii while, se verifica din nou conditia, daca ea este adevarata se executa din nou corpul instructiunii Cînd conditia devine falsa, adica valoarea expresiei din paranteze este zero, se face un salt la instructiunea de dupa corpul instructiunii while, deci instructiunea while se termina 6 5 Instructiunea do Format: do instructiune while (expresie); Instructiunea se executa repetat pîna cînd valoarea expresiei devine zero Testul are loc dupa fiecare executie a instructiunii 6 6 Instructiunea for Format: for (expresie-1?opt?; expresie-2?opt?; expresie-3?opt?) instructiune Aceasta instructiune este echivalenta cu: expresie-1; while (expresie-2) { instructiune; expresie-3; } Expresie-1 constituie initializarea ciclului si se executa o singura data înaintea ciclului Expresie-2 specifica testul care controleaza ciclul El se executa înaintea fiecarei iteratii Daca conditia din test este adevarata atunci se executa corpul ciclului, dupa care se executa expresie-3, care consta de cele mai multe ori în modificarea valorii variabilei de control al ciclului Se revine apoi la reevaluarea conditiei Ciclul se termina cînd conditia devine falsa Oricare dintre expresiile instructiunii for sau chiar toate pot lipsi Daca lipseste expresie-2, aceasta implica faptul ca clauza while este echivalenta cu while (1), ceea ce înseamna o conditie totdeauna adevarata Alte omisiuni de expresii sînt pur si simplu eliminate din expandarea de mai sus Instructiunile while si for permit un lucru demn de observat si anume, ele executa testul de control la începutul ciclului si înaintea intrarii în corpul instructiunii Daca nu este nimic de facut, nu se face nimic, cu riscul de a nu intra niciodata în corpul instructiunii 6 7 Instructiunea switch Instructiunea switch este o decizie multipla speciala si determina transferul controlului unei instructiuni sau unui bloc de instructiuni dintr-un sir de instructiuni în functie de valoarea unei expresii Format: switch (expresie) instructiune Expresia este supusa la conversiile aritmetice obisnuite dar rezultatul evaluarii trebuie sa fie de tip int Fiecare instructiune din corpul instructiunii switch poate fi etichetata cu una sau mai multe prefixe case astfel: case expresie-constanta: unde expresie-constanta trebuie sa fie de tip int Poate exista de asemenea cel mult o instructiune etichetata cu default: Cînd o instructiune switch se executa, se evalueaza expresia din paranteze si valoarea ei se compara cu fiecare constanta din fiecare case Daca se gaseste o constanta case egala cu valoarea expresiei, atunci se executa instructiunea care urmeaza dupa case-ul respectiv Daca nici o constanta case nu este egala cu valoarea expresiei si daca exista un prefix default, atunci se executa instructiunea de dupa el, altfel nici o instructiune din switch nu se executa Prefixele case si default nu altereaza fluxul de control, care continua printre astfel de prefixe Pentru iesirea din switch se foloseste instructiunea break (vezi sectiunea 6 8) sau return (vezi sectiunea 6 10) De obicei instructiunea care constituie corpul unui switch este o instructiune compusa La începutul acestei instructiuni pot aparea si declaratii, dar initializarea variabilelor automatice si registru este inefectiva na = nb = nc = 0; while (c=s[i++]) switch (c) { case '0': case '1': case '2': case '3': case '4': case '5': case '6': case 'T': case '8': case '9': nc[c-'0']++; break; case ' ': case '\r': case '\t': nb++; break; default: na++; break; } printf("cifre: "); for (i=0; i b) ? a : b; return (m>c) ? m : c; } Aceasta functie determina maximul dintre 3 numere date: ? int este un specificator de tip care indica faptul ca functia max returneaza o valoare întreaga; ? max(int a, int b, int c) este declaratia functiei si a parametrilor formali; ? { } este corpul functiei Sa ilustram mecanismul definirii unei functii scriind functia putere power(m,n) care ridica un întreg m la o putere întreaga pozitiva n Astfel valoarea lui power(2,5) este 32 Aceasta functie desigur nu este completa, deoarece calculeaza numai puteri pozitive de întregi mici Prezentam mai jos functia power si un program principal care o apeleaza, pentru a putea vedea si structura unui program power(int x, int n) { int i, p; p = 1; for (i=1; i 0; n) p = p * x; return p; } Argumentul n este utilizat ca o variabila temporara si este decrementat pîna devine zero; astfel nu este nevoie de înca o variabila i Orice operatii s-ar face asupra lui n în interiorul functiei, ele nu au efect asupra argumentului pentru care functia a fost apelata Daca totusi se doreste alterarea efectiva a unui argument al functiei apelante, acest lucru se realizeaza cu ajutorul pointerilor sau a variabilelor declarate externe În cazul pointerilor, functia apelanta trebuie sa furnizeze adresa variabilei de modificat (tehnic printr-un pointer la aceasta variabila), iar functia apelata trebuie sa declare argumentul corespunzator ca fiind un pointer Referirea la variabila de modificat se face prin adresare indirecta (vezi capitolul 9) Printre argumentele functiei pot aparea si nume de masive În acest caz valoarea transmisa functiei este în realitate adresa de început a masivului (elementele masivului nu sînt copiate) Prin indexarea acestei valori functia poate avea acces si poate modifica orice element din masiv 7 5 Functii cu numar variabil de parametri Pentru functiile cu numar variabil de parametri standardul ANSI defineste o constructie speciala , numita elipsa Acesta este de exemplu cazul functiilor de citire si scriere cu format (familiile scanf si printf - a se vedea capitolul 11) În acest caz, parametrii ficsi sînt verificati la compilare, iar cei variabili sînt transmisi ca si cînd nu ar exista prototip de functie Pentru simplitatea expunerii am pastrat conventiile definite de standardele mai vechi ale limbajului, pastrate si de standardul ANSI C O functie poate fi declarata fara nici un parametru, compilatorul deducînd de aici ca functia respectiva poate avea oricîti parametri de orice tip Nu se recomanda totusi o asemenea practica deoarece este posibil sa se creeze confuzii care conduc la erori în executia programelor, erori care se corecteaza foarte greu în cazul programelor mari 7 6 Exemple de functii si programe 1 Acest exemplu este un program de cautare si imprimare a tuturor liniilor dintr-un text care contin o anumita configuratie de caractere, de exemplu cuvîntul englezesc "the" Structura de baza a acestui program este: while (mai exista linii sursa) if (linia contine configuratia de caractere) imprima linia În scopul scrierii acestui program vom scrie trei functii Functia getline citeste o linie din textul sursa si returneaza lungimea ei Aceasta functie are doua argumente Argumentul s indica numele masivului unde se va citi linia, iar argumentul lim reprezinta lungimea maxima a unei linii care poate fi citita Functia index cauta configuratia de caractere dorita în interiorul liniei si furnizeaza pozitia sau indexul în sirul s, unde începe sirul t, sau ?1 daca linia nu contine sirul t Argumentele functiei sînt s care reprezinta adresa sirului de studiat si t care reprezinta configuratia cautata Functia care realizeaza afisarea este printf din biblioteca Programul care realizeaza structura de mai sus este: #define MAXLINE 1000 #define EOF -1 getline(char s[], int lim) { /* citeste o linie în s; returneaza lungimea */ int c, i; i = 0; while ( lim>0 && (c=getchar())!= EOF && c!='\n') s[i++]=c; if (c=='\n') s[i++]=c; s[i]='\0'; return i; } index(char s[], char t[]) { /* returneaza pozitia din sirul s unde începe sirul t, sau ?1 */ int i,j,k; for (i=0; s[i]!='\0'; i++) { for (j=i, k=0; t[k]!='\0' && s[j]==t[k]; j++, k++) ; if (t[k]=='\0') return i; } return -1; } main() { /* imprima toate liniile care contin cuvîntul „the” */ char line [MAXLINE]; while (getline(line, MAXLINE)>0) if (index(line,"the")>=0) printf("%s",line); } 2 Functia atof converteste un sir de cifre din formatul ASCII într-un numar flotant în precizie dubla double atof(char s[]) { /* converteste sirul s în dubla precizie */ double val, power; int i, sign; for (i=0; s[i]==' ' || s[i]=='\n' || s[i]=='\t'; i++) ; /* sare peste spatii albe */ sign = 1; if (s[i]=='+' || s[i]=='-') sign = (s[i++]=='+') ? 1 : -1; for (val=0; s[i]>='0' && s[i] ='0' && s[i] ='0' && s[i] ='A' && c v[mid]) low = mid + 1; else /* s-a gasit o intrare */ return(mid); } return -1; } Functia returneaza pozitia lui x (un numar între 0 si n?1), daca x apare în v sau ?1 altfel Exemplul ilustreaza o decizie tripla, daca x este mai mic, mai mare sau egal cu elementul din mijlocul sirului v[mid] 8 Liniile de control ale compilatorului Limbajul C ofera o facilitate de extensie a limbajului cu ajutorul unui preprocesor de macro-operatii simple Folosirea liniilor de forma: #define #include este cea mai uzuala metoda pentru extensia limbajului, caracterul ’#’ (diez) indicînd faptul ca aceste linii vor fi tratate de catre preprocesor Liniile precedate de caracterul ’#’ au o sintaxa independenta de restul limbajului si pot aparea oriunde în fisierul sursa, avînd efect de la punctul de definitie pîna la sfîrsitul fisierului 8 l Înlocuirea simbolurilor; substitutii macro O definitie de forma: #define identificator sir-simboluri determina ca preprocesorul sa înlocuiasca toate aparitiile ulterioare ale identificatorului cu sir-simboluri dat (sir-simboluri nu se termina cu ’;’ deoarece în urma substitutiei identificatorului cu acest sir ar aparea prea multe caractere ’;’) Sir-simboluri sau textul de înlocuire este arbitrar În mod normal el este tot restul liniei ce urmeaza dupa identificator O definitie însa poate fi continuata pe mai multe linii, introducînd ca ultim caracter în linia de continuat caracterul ’\’ (backslash) Un identificator care este subiectul unei linii #define poate fi redefinit ulterior în program printr-o alta linie #define În acest caz, prima definitie are efect numai pîna la definitia urmatoare Substitutiile nu se realizeaza în cazul în care identificatorii sînt încadrati între ghilimele De exemplu fie definitia: #define ALFA 1 Oriunde va aparea în programul sursa identificatorul ALFA el va fi înlocuit cu constanta 1, cu exceptia unei situatii de forma: printf("ALFA"); în care se va tipari chiar textul ALFA si nu constanta 1, deoarece identificatorul este încadrat între ghilimele Aceasta facilitate este deosebit de valoroasa pentru definirea constantelor simbolice ca în: #define TABSIZE 100 int tab[TABSIZE]; deoarece într-o eventuala modificare a dimensiunii tabelului tab se va modifica doar o singura linie în fisierul sursa O linie de forma: #define identif(identif-1, , identif-n) sir-simboluri în care nu exista spatiu între primul identificator si caracterul ’(’ este o definitie pentru o macro-operatie cu argumente, în care textul de înlocuire (sir-simboluri) depinde de modul în care se apeleaza macro-ul respectiv Ca un exemplu sa definim o macro-operatie numita max în felul urmator: #define max(a,b) ((a)>(b) ? (a) : (b)) atunci linia dintr-un program sursa: x = max(p+q,r+s); va fi înlocuita cu: x = ((p+q)>(r+s) ? (p+q) : (r+s)); Aceasta macro-definitie furnizeaza o „functie maximum” care se expandeaza în cod, în loc sa se realizeze un apel de functie Acest macro va servi pentru orice tip de date, nefiind nevoie de diferite tipuri de functii maximum pentru diferite tipuri de date, asa cum este necesar în cazul functiilor propriu-zise Daca se examineaza atent expandarea lui max se pot observa anumite probleme ce pot genera erori, si anume: expresiile fiind evaluate de doua ori, în cazul în care ele contin operatii ce genereaza efecte colaterale (apelurile de functii, operatorii de incrementare) se pot obtine rezultate total eronate De asemenea, trebuie avuta mare grija la folosirea parantezelor pentru a face sigura ordinea evaluarii dorite De exemplu macro-operatia square(x) definita prin: #define square(x) x*x care se apeleaza în programul sursa sub forma: z = square(z+1); va produce un rezultat, altul decît cel scontat, datorita prioritatii mai mari a operatorului * fata de cea a operatorului + 8 2 Includerea fisierelor O linie de forma: #include "nume-fisier" realizeaza înlocuirea liniei respective cu întregul continut al fisierului nume-fisier Fisierul denumit este cautat în primul rînd în directorul fisierului sursa curent si apoi într-o succesiune de locuri standard, cum ar fi biblioteca I/O standard asociata compilatorului Alternativ, o linie de forma: #include ?nume-fisier? cauta fisierul nume-fisier numai în biblioteca standard si nu în directorul fisierului sursa Deseori, o linie sau mai multe linii, de una sau ambele forme apar la începutul fiecarui fisier sursa pentru a include definitii comune (prin declaratii #define si declaratii externe pentru variabilele globale) Facilitatea de includere a unor fisiere într-un text sursa este deosebit de utila pentru gruparea declaratiilor unui program mare Ea va asigura faptul ca toate fisierele sursa vor primi aceleasi definitii si declaratii de variabile, în felul acesta eliminîndu-se un tip particular de erori Daca se modifica un fisier inclus printr-o linie #include, toate fisierele care depind de el trebuie recompilate 8 3 Compilarea conditionata O linie de control a compilatorului de forma: #if expresie-constanta verifica daca expresia constanta este evaluata la o valoare diferita de zero O linie de control de forma: #ifdef identificator verifica daca identificatorul a fost subiectul unei linii de control de forma #define O linie de control de forma: #ifndef identificator verifica daca identificatorul este nedefinit în preprocesor Toate cele trei forme de linii de control precedente pot fi urmate de un numar arbitrar de linii care, eventual, pot sa contina o linie de control forma: #else si apoi de o linie de control de forma: #endif Daca conditia supusa verificarii este adevarata, atunci orice linie între #else si #endif este ignorata Daca conditia este falsa atunci toate liniile între testul de verificare si un #else sau în lipsa unui #else pîna la #endif sînt ignorate Toate aceste constructii pot fi imbricate 8 4 Utilizarea dirctivelor de compilare Prezentam în continuare un exemplu didactic de utilizare a directivelor de compilare în dezvoltarea unor proiecte Se citeste de la tastatura o pereche de numere naturale p si q Sa se determine daca fiecare din cele doua numere este prim sau nu, si sa se calculeze cel mai mare divizor comun Sa rezolvam aceasta problema folosind doua fisiere sursa Primul contine functia main si apeleaza doua functii: eprim si cmmdc Al doilea fitier implementeaza cele doua functii Prezentam mai întîi un fisier header (numere h) care contine definitiile celor doua functii #ifndef Numere H #define Numere H unsigned eprim(unsigned n); unsigned cmmdc(unsigned p, unsigned q); #endif Fisierul sursa princ c este foarte scurt #include #include "numere h" static void citire(unsigned *n) { scanf("%u",n); if (eprim(*n)) printf("%u e prim\n",*n); else printf("%u nu e prim\n",*n); } int main() { unsigned p,q,k; citire(&p); citire(&q); k=cmmdc(p,q); printf("Cmmdc: %u\n",k); return 0; } Fisierul sursa numere c este prezentat în continuare #include "numere h" unsigned eprim(unsigned n) { unsigned i,a,r; if (n==0) return 0; if (n 0) && (q>0)) if (p>q) p%=q; else q%=p; if (p==0) return q; else return p; } Pentru a obtine un program executabil din aceste doua fisiere se poate utiliza o singura comanda de compilare: Cc princ c numere c optiuni-de-compilare unde Cc este numele compilatorului folosit (exemplu: bcc, gcc) Optiunile de compilare (atunci cînd sînt necesare) sînt specifice mediului de programare folosit Proiectele – programe de dimensiuni mari – sînt compuse de cele mai multe ori din module care se elaboreaza si se pun la punct separat Uneori pot fi identificate functii care prezinta un interes general mai mare, si care pot fi utilizate în elaborarea unor tipuri de aplicatii foarte diverse Acestea sînt dezvoltate separat si, dupa ce au fost puse la punct în totalitate, se depun într-o biblioteca de functii în format obiect În momentul în care acestea sînt incluse în proiecte nu se mai pierde timp cu compilarea modulelor sursa În schimb modulele care le apeleaza au nevoie de modul cum sînt descrise aceste functii, si acesta se pastreaza în fisiere header 9 Pointeri si masive Un pointer este o variabila care contine adresa unei alte variabile Pointerii sînt foarte mult utilizati în programe scrise în C, pe de o parte pentru ca uneori sînt unicul mijloc de a exprima un calcul, iar pe de alta parte pentru ca ofera posibilitatea scrierii unui program mai compact si mai eficient decît ar putea fi obtinut prin alte cai 9 1 Pointeri si adrese Deoarece un pointer contine adresa unui obiect, cu ajutorul lui putem avea acces, în mod indirect, la acea variabila (obiect) Sa presupunem ca x este o variabila de tip întreg si px un pointer la aceasta variabila Atunci aplicînd operatorul unar & lui x, instructiunea: px = &x; atribuie variabilei px adresa variabilei x; în acest fel spunem ca px indica (pointeaza) spre x Invers, daca px contine adresa variabilei x, atunci instructiunea: y = *px; atribuie variabilei y continutul locatiei pe care o indica px Evident toate variabilele care sînt implicate în aceste instructiuni trebuie declarate Aceste declaratii sînt: int x,y; int *px; Declaratiile variabilelor x si y sînt deja cunoscute Declaratia pointerului px este o noutate A doua declaratie indica faptul ca o combinatie de forma *px este un întreg, iar variabila px care apare în contextul *px este echivalenta cu un pointer la o variabila de tip întreg În locul tipului întreg poate aparea oricare dintre tipurile admise în limbaj si se refera la obiectele pe care le indica px Pointerii pot aparea si în expresii, ca de exemplu în expresia urmatoare: y = *px + 1; unde variabilei y i se atribuie continutul variabilei x plus 1 Instructiunea: d = sqrt((double)*px); are ca efect convertirea continutului variabilei x pe care o indica px în tip double si apoi depunerea radacinii patrate a valorii astfel convertite în variabila d Referiri la pointeri pot aparea de asemenea si în partea stînga a atribuirilor Daca, de exemplu, px indica spre x, atunci: *px = 0; atribuie variabilei x valoarea zero, iar: *px += 1; incrementeaza continutul variabilei x cu 1, ca si în expresia: (*px)++; În acest ultim exemplu parantezele sînt obligatorii deoarece, în lipsa lor, expresia ar incrementa pe px în loc de continutul variabilei pe care o indica (operatorii unari *, ++ au aceeasi precedenta si sînt evaluati de la dreapta spre stînga) 9 2 Pointeri si argumente de functii Deoarece în limbajul C transmiterea argumentelor la functii se face „prin valoare” (si nu prin referinta), functia apelata nu are posibilitatea de a altera o variabila din functia apelanta Problema care se pune este cum procedam daca totusi dorim sa schimbam un argument? De exemplu, o rutina de sortare poate schimba între ele doua elemente care nu respecta ordinea dorita, cu ajutorul unei functii swap Fie functia swap definita astfel: swap(int x, int y) { /* gresit */ int temp; temp = x; x = y; y = temp; } Functia swap apelata prin swap(a,b) nu va realiza actiunea dorita deoarece ea nu poate afecta argumentele a si b din rutina apelanta Exista însa o posibilitate de a obtine efectul dorit, daca functia apelanta transmite ca argumente pointeri la valorile ce se doresc interschimbate Atunci în functia apelanta apelul va fi: swap(&a,&b); iar forma corecta a lui swap este: swap(int *px, int *py) {/* interschimba *px si *py */ int temp; temp = *px; *px = *py; *py = temp; } 9 3 Pointeri si masive În limbajul C exista o strînsa legatura între pointeri si masive Orice operatie care poate fi realizata prin indicarea masivului poate fi de asemenea facuta prin pointeri, care, în plus, conduce si la o accelerare a operatiei Declaratia: int a ; defineste un masiv de dimensiune 10, care reprezinta un bloc de 10 obiecte consecutive numite a , a Notatia a[i] reprezinta al i-lea element al masivului sau elementul din pozitia i?1, începînd cu primul element Daca pa este un pointer la un întreg declarat sub forma: int *pa; atunci atribuirea: pa = &a ; încarca variabila pa cu adresa primului element al masivului a Atribuirea: x = *pa; copiaza continutul lui a în x Daca pa indica un element particular al unui masiv a, atunci prin definitie pa+i indica un element cu i pozitii dupa elementul pe care îl indica pa, dupa cum pa-i indica un element cu i pozitii înainte de cel pe care indica pa Astfel, daca variabila pa indica pe a atunci *(pa+i) se refera la continutul lui a[i] Aceste observatii sînt adevarate indiferent de tipul variabilelor din masivul a Întreaga aritmetica cu pointeri are în vedere faptul ca expresia pa+i înseamna de fapt înmultirea lui i cu lungimea elementului pe care îl indica pa si adunarea apoi la pa, obtinîndu-se astfel adresa elementului de indice i al masivului Corespondenta dintre indexarea într-un masiv si aritmetica de pointeri este foarte strînsa De fapt, o referire la un masiv este convertita de compilator într-un pointer la începutul masivului Efectul este ca un nume de masiv este o expresie pointer, deoarece numele unui masiv este identic cu numele elementului de indice zero din masiv Atribuirea: pa = &a ; este identica cu: pa = a; De asemenea, expresiile a[i] si *(a+i) sînt identice Aplicînd operatorul & la ambele parti obtinem &a[i] identic cu a+i Pe de alta parte, daca pa este un pointer, expresiile pot folosi acest pointer ca un indice: pa[i] este identic cu *(pa+i) Pe scurt orice expresie de masiv si indice poate fi scrisa ca un pointer si un deplasament si invers, chiar în aceeasi instructiune Exista însa o singura diferenta între un nume de masiv si un pointer la începutul masivului Un pointer este o variabila, deci pa = a si pa++ sînt instructiuni corecte Dar un nume de masiv este o constanta si deci constructii de forma a = pa, a++ sau p = &a sînt ilegale Cînd se transmite unei functii un nume de masiv, ceea ce se transmite de fapt este adresa primului element al masivului Asadar, un nume de masiv, argument al unei functii, este în realitate un pointer, adica o variabila care contine o adresa Fie de exemplu functia strlen care calculeaza lungimea sirului s: strlen(char *s) { /* returneaza lungimea sirului */ int n; for (n=0; *s!='\0'; s++) n++; return n; } Incrementarea lui s este legala deoarece s este o variabila pointer s++ nu afecteaza sirul de caractere din functia care apeleaza pe strlen, ci numai copia adresei sirului din functia strlen Este posibil sa se transmita unei functii, ca argument, numai o parte a unui masiv, printr-un pointer la începutul sub-masivului respectiv De exemplu, daca a este un masiv, atunci: f(&a ) f(a+2) transmit functiei f adresa elementului a , deoarece &a si a+2 sînt expresii pointer care, ambele, se refera la al treilea element al masivului a În cadrul functiei f argumentul se poate declara astfel: f(int arr[]) { } sau f(int *arr) { } Declaratiile int arr[] si int *arr sînt echivalente, optiunea pentru una din aceste forme depinzînd de modul în care vor fi scrise expresiile în interiorul functiei 9 4 Aritmetica de adrese Daca p este un pointer, atunci p += i incrementeaza pe p pentru a indica cu i elemente dupa elementul pe care îl indica în prealabil p Aceasta constructie si altele similare sînt cele mai simple si comune formule ale aritmeticii de adrese, care constituie o caracteristica puternica a limbajului C Sa ilustram cîteva din proprietatile aritmeticii de adrese scriind un alocator rudimentar de memorie Fie rutina alloc(n) care returneaza un pointer p la o zona de n caractere consecutive care vor fi folosite de rutina apelanta pentru memorarea unui sir de caractere Fie rutina free(p) care elibereaza o zona începînd cu adresa indicata de pointerul p pentru a putea fi refolosita mai tîrziu Zona de memorie folosita de rutinele alloc si free este o stiva functionînd pe principiul ultimul intrat ? primul iesit, iar apelul la free trebuie facut în ordine inversa cu apelul la alloc Sa consideram ca functia alloc va gestiona stiva ca pe elementele unui masiv pe care îl vom numi allocbuf Vom mai folosi un pointer la urmatorul element liber din masiv, pe care-l vom numi allocp Cînd se apeleaza rutina alloc pentru n caractere, se verifica daca exista suficient spatiu liber în masivul allocbuf Daca da, alloc va returna valoarea curenta a lui allocp, adica adresa de început a blocului cerut, dupa care va incrementa pe allocp cu n pentru a indica urmatoarea zona libera free(p) actualizeaza allocp cu valoarea p, daca p indica în interiorul lui allocbuf #define NULL 0 /* valoarea pointerului pentru semnalizarea erorii */ #define ALLOCSIZE 1000 /* dimensiunea spatiului disponibil */ static char allocbuf [ALLOCSIZE]; /* memoria pentru alloc */ static char *allocp = allocbuf; /* urmatoarea pozitie libera */ char *alloc(int n) { /* returneaza pointer la n caractere */ if (allocp+n =allocbuf && p , >=, ==, != sînt valide Relatia p day tab[leap][i]; i++) yearday -= day tab[leap][i]; *pmonth = i; *pday = yearday; } Deoarece aceasta ultima functie returneaza doua valori, argumentele luna si zi vor fi pointeri Exemplu: month day(1984,61,&m,&d) va încarca pe m cu 3, iar pe d cu 1 (adica 1 martie) Daca un masiv bidimensional trebuie transmis unei functii, declaratia argumentelor functiei trebuie sa includa dimensiunea coloanei Dimensiunea liniei nu este necesar sa apara în mod obligatoriu, deoarece ceea ce se transmite de fapt este un pointer la masive de cîte 13 întregi, în cazul exemplului nostru Astfel, daca masivul day tab trebuie transmis unei functii f, atunci declaratia lui f poate fi: f(int (*day tab) ) unde declaratia (*day tab) ) indica faptul ca argumentul lui f este un pointer la un masiv de 13 întregi În general deci, un masiv d-dimensional a[i][j] [p] de rangul i*j* *p este un masiv d?1 - dimensional de rangul j*k* *p ale carui elemente, fiecare, sînt masive d?2 - dimensionale de rang k* *p ale carui elemente, fiecare, sînt masive d?3 - dimensionale s a m d Oricare dintre expresiile a[i], a[i][j] , a[i][j] [p] pot aparea în expresii Prima are tipul masiv, ultima are tipul int, de exemplu, daca masivul este de tipul int Vom mai reveni asupra acestei probleme cu detalii 9 7 Masive de pointeri si pointeri la pointeri Deoarece pointerii sînt variabile, are sens notiunea de masiv de pointeri Vom ilustra modul de lucru cu masive de pointeri pe un exemplu Sa scriem un program care sa sorteze lexicografic liniile de lungimi diferite ale unui text, linii care spre deosebire de întregi nu pot fi comparate sau schimbate printr-o singura operatie Daca memoram liniile textului una dupa alta într-un masiv lung de caractere (gestionat de functia alloc), atunci fiecare linie poate fi accesibila cu ajutorul unui pointer la primul ei caracter Pointerii tuturor liniilor, la rîndul lor, pot fi memorati sub forma unui masiv Atunci doua linii de text pot fi comparate transmitînd pointerii lor functiei strcmp Daca doua linii care nu respecta ordinea trebuie sa fie schimbate, se schimba doar pointerii lor din masivul de pointeri si nu textul efectiv al liniilor Procesul de sortare îl vom realiza în trei pasi: 1) se citesc toate liniile textului de la intrare; 2) se sorteaza liniile în ordine lexicografica; 3) se tiparesc liniile sortate în noua ordine Vom scrie programul prin functiile sale, fiecare functie realizînd unul din cei trei pasi de mai sus O rutina principala va controla cele trei functii Ea are urmatorul cod: #define LINES 100 /* nr maxim de linii de sortat */ main() { /* sorteaza liniile de la intrare */ char *lineptr[LINES]; /* pointeri la linii */ int nlines; /* nr linii intrare citite */ if ((nlines=readlines(lineptr,LINES))>=0) { sort(lineptr,nlines); writelines(lineptr,nlines); } else printf ("Intrarea prea mare pentru sort\n"); } Cele 3 functii care realizeaza întregul proces sînt: readlines, sort si writelines Rutina de intrare readlines trebuie sa memoreze caracterele fiecarei linii si sa construiasca un masiv de pointeri la liniile citite Trebuie, de asemenea, sa numere liniile din textul de la intrare, deoarece aceasta informatie este necesara în procesul de sortare si de imprimare Întrucît functia de intrare poate prelucra numai un numar finit de linii de intrare, ea poate returna un numar ilegal, cum ar fi ?1, spre a semnala ca numarul liniilor de intrare este prea mare pentru capacitatea de care dispune Atunci functia readlines care citeste liniile textului de la intrare este urmatoarea: #define MAXLEN 1000 #define NULL 0 #define EOF -1 readlines(char *lineptr[], int maxlines) { /* citeste liniile */ int len,nlines; char *p,*alloc(),line[MAXLEN]; nlines = 0; while ((len=getline(line,MAXLEN))>0) if (nlines>=maxlines) return -1; else if ((p=alloc(len))==NULL) return -1; else { line[len-1] = '\0'; strcpy(p,line); lineptr[nlines++] = p; } return nlines; } Instructiunea line[len-1] = '\0'; sterge caracterul ?LF? de la sfîrsitul fiecarei linii ca sa nu afecteze ordinea în care sînt sortate liniile si depune în locul lui caracterul '\0' ca marca de sfîrsit de sir Rutina care tipareste liniile în noua lor ordine este writelines si are urmatorul cod: writelines(char *lineptr[], int nlines) { /* scrie liniile sortate */ int i; for (i=0; i =0) printf("%s\n",*lineptr++); } În functia printf, lineptr indica initial prima linie de imprimat; fiecare incrementare avanseaza pe *lineptr la urmatoarea linie de imprimat, în timp ce nlines se micsoreaza dupa fiecare tiparire a unei linii cu 1 Functia care realizeaza sortarea efectiva a liniilor se bazeaza pe algoritmul de înjumatatire si are urmatorul cod: #define NULL 0 #define LINES 100 /* nr maxim de linii de sortat */ sort(char *v[], int n) { /* sorteaza sirurile v0, v1, vn-1 în ordine crescatoare */ int gap,i,j; char *temp; for (gap=n/2; gap>0; gap/=2) for (i=gap; i =0; j-=gap) { if (strcmp(v[j],v[j+gap]) 12)) ? name : name[n] ; } În acest exemplu, name este un masiv de pointeri la caracter, al carui initializator este o lista de siruri de caractere Compilatorul aloca o zona de memorie pentru memorarea acestor siruri si genereaza cîte un pointer la fiecare din ele pe care apoi îi introduce în masivul name Deci name[i] va contine un pointer la sirul de caractere avînd indice i al initializatorului Dimensiunea masivului name nu este necesar a fi specificata deoarece compilatorul o calculeaza numarînd initializatorii furnizati si o completeaza în declaratia masivului 9 9 Masive de pointeri si masive multidimensionale Adesea se creeaza confuzii în ceea ce priveste diferenta dintre un masiv bidimensional si un masiv de pointeri Fie date declaratiile: int a ; int *b ; În aceasta declaratie a este un masiv de întregi caruia i se aloca spatiu pentru toate cele 100 de elemente, iar calculul indicilor se face în mod obisnuit pentru a avea acces la oricare element al masivului Pentru masivul b, declaratia aloca spatiu numai pentru zece pointeri, fiecare trebuind sa fie încarcat cu adresa unui masiv de întregi Presupunînd ca fiecare pointer indica un masiv de zece elemente înseamna ca ar trebui alocate înca o suta de locatii de memorie pentru elementele masivelor În aceasta acceptiune, folosirea masivelor a si b poate fi similara în sensul ca a si b , de exemplu, se refera ambele la unul si acelasi întreg (daca fiecare element b[i] este initializat cu adresa masivului a[i]) Astfel, masivul de pointeri utilizeaza mai mult spatiu de memorie decît masivele bidimensionale si pot cere un pas de initializare explicit Dar masivele de pointeri prezinta doua avantaje, si anume: accesul la un element se face cu adresare indirecta, prin intermediul unui pointer, în loc de procedura obisnuita folosind înmultirea si apoi adunarea, iar al doilea avantaj consta în aceea ca dimensiunea masivelor pointate poate fi variabila Acest lucru înseamna ca un element al masivului de pointeri b poate indica un masiv de zece elemente, altul un masiv de doua elemente si altul de exemplu poate sa nu indice nici un masiv Cu toate ca problema prezentata în acest paragraf am descris-o în termenii întregilor, ea este cel mai frecvent utilizata în memorarea sirurilor de caractere de lungimi diferite (ca în functia month name prezentata mai sus) 9 10 Argumentele unei linii de comanda În sistemul de calcul care admite limbajul C trebuie sa existe posibilitatea ca în momentul executiei unui program scris în acest limbaj sa i se transmita acestuia argumente sau parametri prin linia de comanda Cînd un program este lansat în executie si functia main este apelata, apelul va contine doua argumente Primul argument (numit conventional argc) reprezinta numarul de argumente din linia de comanda care a lansat programul Al doilea argument (argv) este un pointer la un masiv de pointeri la siruri de caractere care contin argumentele, cîte unul pe sir Sa ilustram acest mod dinamic de comunicare între utilizator si programul sau printr-un exemplu Fie programul numit pri care dorim sa imprime la terminal argumentele lui luate din linia de comanda, imprimarea facîndu-se pe o linie, iar argumentele imprimate sa fie separate prin spatii Comanda: pri succes colegi va avea ca rezultat imprimarea la terminal a textului succes colegi Prin conventie, argv este un pointer la numele pri al programului apelat, astfel ca argc, care specifica numarul de argumente din linia de comanda este cel putin 1 În exemplul nostru, argc este 3, iar argv , argv si argv sînt pointeri la "pri", "succes" si respectiv "colegi" Primul argument real este argv iar ultimul este argv[argc-1] Daca argc este 1, înseamna ca linia de comanda nu are nici un argument dupa numele programului Atunci programul pri are urmatorul cod: main(int argc, char *argv[]) { /* tipareste argumentele */ int i; for (i=1; i 0) printf("%s%c",*++argv,(argv>1)? ' ':'\n'); } Deoarece argv este un pointer la un masiv de pointeri, incrementîndu-l, (++argv), el va pointa la argv în loc de argv Fiecare incrementare succesiva pozitioneaza pe argv la urmatorul argument, iar *argv este pointerul la argumentul sirului respectiv În acelasi timp argc este decrementat pîna devine zero, moment în care nu mai sînt argumente de imprimat Alternativ: main(int argc, char *argv[ ]) { /* versiunea a treia */ while ( argc>0) printf((argc>1)? "%s ":"%s\n",*++argv); } Aceasta versiune arata ca argumentul functiei printf poate fi o expresie ca oricare alta, cu toate ca acest mod de utilizare nu este foarte frecvent Ca un al doilea exemplu, sa reconsideram programul din sectiunea 7 5, care imprima fiecare linie a unui text care contine un sir specificat de caractere (schema) Dorim acum ca aceasta schema sa poata fi modificata dinamic, de la executie la executie Pentru aceasta o specificam printr-un argument în linia de comanda Si atunci programul care cauta schema data de primul argument al liniei de comanda este: #define MAXLINE 1000 main(int argc, char *argv[ ]) { /* gaseste schema din primul argument */ char line[MAXLINE]; if (argc!=2) printf("Linia de comanda eronata\n"); else while (getline(line,MAXLINE)>0) if (index(line,argv )>=0) printf("%s",line); } unde linia de comanda este de exemplu: "find limbaj" în care "find" este numele programului, iar "limbaj" este schema cautata Rezultatul va fi imprimarea tuturor liniilor textului de intrare care contin cuvîntul "limbaj" Sa elaboram acum modelul de baza, legat de linia de comanda si argumentele ei Sa presupunem ca dorim sa introducem în linia de comanda doua argumente optionale: unul care sa tipareasca toate liniile cu exceptia acelora care contin schema, si al doilea care sa preceada fiecare linie tiparita cu numarul ei de linie O conventie pentru programele scrise în limbajul C este ca argumentele dintr-o linie de comanda care încep cu un semn '-' sa introduca un parametru optional Daca alegem, de exemplu, -x pentru a indica „cu exceptia” si -n pentru a cere „numararea liniilor”, atunci comanda: find -x -n la avînd intrarea: la miezul stinselor lumini s-ajung victorios, la temelii, la radacini, la maduva, la os va produce tiparirea liniei a doua, precedata de numarul ei, deoarece aceasta linie nu contine schema "la" Argumentele optionale sînt permise în orice ordine în linia de comanda Analizarea si prelucrarea argumentelor unei linii de comanda trebuie efectuata în functia principala main, initializînd în mod corespunzator anumite variabile Celelalte functii ale programului nu vor mai tine evidenta acestor argumente Este mai comod pentru utilizator daca argumentele optionale sînt concatenate, ca în comanda: find -xn la Caracterele 'x' respectiv 'n' indica doar absenta sau prezenta acestor optiuni (switch) si nu sînt tratate din punct de vedere al valorii lor Fie programul care cauta schema "la" în liniile de la intrare si le tipareste pe acelea, care nu contin schema, precedate de numarul lor de linie Programul trateaza corect, atît prima forma a liniei de comanda cît si a doua #define MAXLINE 1000 main(int argc, char *argv[]) { /* cauta schema */ char line[MAXLINE], *s; long line0; int except, number; line0 = 0; number = 0; while ( argc>0 && (*++argv) =='-') for (s=argv +1; *s!='\0'; s++) switch(*s) { case 'x': except = 1; break; case 'n': number = 1; break; default: printf ("find: optiune ilegala %c\n", *s); argc = 0; break; } if (argc!=1) printf ("Nu exista argumente sau schema\n"); else while (getline(line,MAXLINE)>0) { line0++; if ((index(line,*argv)>=0)!=except) { if (number) printf("%d:",line0); printf("%s",line); } } } Daca nu exista erori în linia de comanda, atunci la sfîrsitul primului ciclu while argc trebuie sa fie 1, iar *argv contine adresa schemei *++argv este un pointer la un sir argument, iar (*++argv) este primul caracter al sirului În aceasta ultima expresie parantezele sînt necesare deoarece fara ele expresia înseamna *++(argv ) ceea ce este cu totul altceva (si gresit): al doilea caracter din numele programului O alternativa corecta pentru (*++argv ) este **++argv 9 11 Pointeri la functii În limbajul C o functie nu este o variabila, dar putem defini un pointer la o functie, care apoi poate fi prelucrat, transmis unor alte functii, introdus într-un masiv si asa mai departe Relativ la o functie se pot face doar doua operatii: apelul ei si considerarea adresei ei Daca numele unei functii apare într-o expresie, fara a fi urmat imediat de o paranteza stînga, deci nu pe pozitia unui apel la ea, atunci se genereaza un pointer la aceasta functie Pentru a transmite o functie unei alte functii, ca argument, se poate proceda în felul urmator: int f(); g(f); unde functia f este un argument pentru functia g Definitia functiei g va fi: g(int(*funcpt) ()) { (*funcpt)(); } Functia f trebuie declarata explicit în rutina apelanta (int f();), deoarece aparitia ei în g(f) nu a fost urmata de paranteza stînga ’(’ În expresia g(f) f nu apare pe pozitia de apel de functie În acest caz, pentru argumentul functiei g se genereaza un pointer la functia f Deci g apeleaza functia f printr-un pointer la ea Declaratiile din functia g trebuie studiate cu grija int (*funcpt)(); spune ca funcpt este un pointer la o functie care returneaza un întreg Primul set de paranteze este necesar, deoarece fara el int *funcpt(); înseamna ca funcpt este o functie care returneaza un pointer la un întreg, ceea ce este cu totul diferit fata de sensul primei expresii Folosirea lui funcpt în expresia: (*funcpt)(); indica faptul ca funcpt este un pointer la o functie, *funcpt este functia, iar (*funcpt)() este apelul functiei O forma echivalenta simplificata de apel este urmatoarea: funcpt(); Ca un exemplu, sa consideram procedura de sortare a liniilor de la intrare, descrisa în sectiunea 9 7, dar modificata în sensul ca daca argumentul optional -n apare în linia de comanda, atunci liniile se vor sorta nu lexicografic ci numeric, liniile continînd grupe de numere O sortare consta adesea din trei parti: o comparare care determina ordinea oricarei perechi de elemente, un schimb care inverseaza ordinea elementelor implicate si un algoritm de sortare care face compararile si inversarile pîna cînd elementele sînt aduse în ordinea ceruta Algoritmul de sortare este independent de operatiile de comparare si inversare, astfel încît transmitînd diferite functii de comparare si inversare functiei de sortare, elementele de intrare se pot aranja dupa diferite criterii Compararea lexicografica a doua linii se realizeaza prin functiile strcmp si swap Mai avem nevoie de o rutina numcmp care sa compare doua linii pe baza valorilor numerice si care sa returneze aceiasi indicatori ca si rutina strcmp Declaram aceste trei functii în functia principala main, iar pointerii la aceste functii îi transmitem ca argumente functiei sort, care la rîndul ei va apela aceste functii prin intermediul pointerilor respectivi Functia principala main va avea atunci urmatorul cod: #define LINES 100 /* nr maxim de linii de sortat */ main (int argc, char *argv[]) { char *lineptr[LINES]; /* pointeri la linii text */ int nlines; /* numar de linii citite */ int strcmp(), numcmp(); /* functii de comparare */ int swap (); /* functia de inversare */ int numeric; numeric = 0; /* 1 daca sort numeric */ if (argc>1 && argv =='-' && argv =='n') numeric = 1; if ((nlines=readlines(lineptr,LINES))>=0) { if (numeric) sort(lineptr,nlines,numcmp,swap); else sort(lineptr,nlines,strcmp,swap); writelines (lineptr,nlines); } else printf ("Nr de linii de intrare prea mare\n"); } În apelul functiei sort, argumentele strcmp, numcmp si swap sînt adresele functiilor respective Deoarece ele au fost declarate functii care returneaza un întreg, operatorul ’&’ nu este necesar sa preceada numele functiilor, compilatorul fiind cel care gestioneaza transmiterea adreselor functiilor Functia sort care aranjeaza liniile în ordinea crescatoare se va modifica astfel: sort(char *v[], int n, int (*comp)(), int (*exch)()) { /* sorteaza v0, v1, , vn?1 */ int gap,i,j; for (gap=n/2; gap>0; gap/=2) for (i=gap; i =0; j-=gap) { if (comp(v[j],v[j+gap]) v2) return 1; else return 0; } Pentru ca programul nostru sa fie complet sa mai prezentam si codul functiei swap, care schimba între ei pointerii a doua linii swap(char *px[], char *py[]) { char *temp; temp = *px; *px = *py; *py = temp; } 10 Structuri si reuniuni O structura este o colectie de una sau mai multe variabile, de acelasi tip sau de tipuri diferite, grupate împreuna sub un singur nume pentru a putea fi tratate împreuna (în alte limbaje, structurile se numesc articole) Structurile ajuta la organizarea datelor complicate, în special în programele mari, deoarece permit unui grup de variabile legate sa fie tratate ca o singura entitate Vom ilustra în acest capitol modul de utilizare a structurilor 10 1 Elemente de baza Sa revenim asupra rutinei de conversie a datei prezentata în capitolul 9 O data consta din zi, luna si an, eventual numarul zilei din an si numele lunii Aceste cinci variabile pot fi grupate într-o singura structura astfel: struct date { int day; int month; int year; int yearday; char mon name ; }; Cuvîntul cheie struct introduce o declaratie de structura care este o lista de declaratii închise în acolade Cuvîntul struct poate fi urmat optional de un nume, numit marcaj de structura sau eticheta de structura, cum este în exemplul nostru numele date Acest marcaj denumeste acest tip de structura si poate fi folosit în continuare ca o prescurtare pentru declaratia de structura detaliata careia îi este asociat Elementele sau variabilele mentionate într-o structura se numesc membri ai structurii Un membru al structurii sau o eticheta si o variabila oarecare, nemembru, pot avea acelasi nume fara a genera conflicte, deoarece ele vor fi întotdeauna deosebite una de alta din context Acolada dreapta care încheie o lista de membri ai unei structuri poate fi urmata de o lista de variabile, la fel ca si în cazul tipurilor de baza De exemplu: struct { } x,y,z; este din punct de vedere sintactic analog cu: int x,y,z; în sensul ca fiecare declaratie declara pe x, y si z ca variabile de tipul numit (structura în primul caz si întreg în al doilea) si cauzeaza alocarea de spatiu pentru ele O declaratie de structura care nu este urmata de o lista de variabile nu aloca memorie; ea descrie numai un sablon, o forma de structura Daca structura este marcata sau etichetata, atunci marcajul ei poate fi folosit mai tîrziu pentru definirea unor alte variabile de tip structura, cu acelasi sablon ca structura marcata De exemplu, fiind data declaratia: struct date d; ea defineste variabila d, ca o structura de acelasi fel (sablon) ca structura date O structura externa sau statica poate fi initializata, atasînd dupa definitia ei o lista de initializatori pentru componente, de exemplu: struct date d = {4,7,1984,185,"iulie"}; Un membru al unei structuri este referit printr-o expresie de forma: nume-structura membru în care operatorul membru de structura ’ ’ leaga numele membrului de numele structurii Ca exemplu fie atribuirea: leap = (d year%4==0) && (d year%100!=0) || (d year%400==0); sau verificarea numelui lunii: if (strcmp(d mon name,"august")==0) Structurile pot fi imbricate; o înregistrare de stat de plata, de exemplu, poate fi de urmatoarea forma: struct person { char name[NAMESIZE]; char address[ADRSIZE]; long zipcode; long ss number; double salary; struct date birthdate; struct date hiredate; }; Structura person contine doua structuri de sablon date Declaratia: struct person emp; defineste si aloca o structura cu numele emp de acelasi sablon ca si person Atunci: emp birthdate month se refera la luna de nastere Operatorul de membru de structura ’ ’ este asociativ de la stînga la dreapta 10 2 Structuri si functii Exista un numar de restrictii asupra structurilor în limbajul C Singurele operatii care se pot aplica unei structuri sînt accesul la un membru al structurii si considerarea adresei ei cu ajutorul operatorului & Acest lucru implica faptul ca structurile nu pot fi atribuite sau copiate ca entitati si ca ele nu pot fi transmise ca argumente la functii si nici returnate din functii Structurile de clasa automatic, ca si masivele de aceeasi clasa, nu pot fi initializate; pot fi initializate numai structurile externe si statice, regulile de initializare fiind aceleasi ca pentru masive Pointerii la structuri nu se supun însa acestor restrictii, motiv pentru care structurile si functiile pot coexista si conlucra prin intermediul pointerilor Ca un exemplu, sa rescriem programul de conversie a datei, care calculeaza ziua anului, din luna si zi day of year(struct date *pd) { /* calculul zilei anului */ int i, day, leap; day = pd->day; leap = (pd->year%4==0) && (pd->year%100!==0) || (pd->year%400==0); for (i=1; i month; i++) day += day tab[leap][i]; return day; } Declaratia: struct date * pd; indica faptul ca pd este un pointer la o structura de sablonul lui date Notatia: pd->year indica faptul ca se refera membrul "year" al acestei structuri În general, daca p este un pointer la o structura p->membru-structura se refera la un membru particular (operatorul ’->’ se formeaza din semnul minus urmat de semnul mai mare) Deoarece pd este pointer la o structura, membrul year poate fi de asemenea referit prin: (*pd) year Notatia "->" se impune ca un mod convenabil de prescurtare În notatia (*pd) year, parantezele sînt necesare deoarece precedenta operatorului membru de structura ’ ’ este mai mare decît cea a operatorului * Ambii operatori ’ ’ si ’->’ sînt asociativi de la stînga la dreapta, astfel încît: p->q->membru emp birthdate month sînt de fapt: (p->q)->membru (emp birthdate) month Operatorii ’->’ si ’ ’ ai structurilor, împreuna cu () pentru listele de argumente si [] pentru indexare se gasesc în vîrful listei de precedenta (vezi sectiunea 4 16), fiind din acest punct de vedere foarte apropiati Astfel, fiind data declaratia: struct { int x; int *y;} *p; unde p este un pointer la o structura, atunci expresia: ++p->x incrementeaza pe x, nu pointerul p, deoarece operatorul ’->’ are o precedenta mai mare decît ’++’ Parantezele pot fi folosite pentru a modifica ordinea operatorilor data de precedenta Astfel: (++p)->x incrementeaza mai întîi pe p si apoi acceseaza elementul x, din structura nou pointata În expresia (p++)->x se acceseaza mai întîi x, apoi se incrementeaza pointerul p În mod analog, *p->y indica continutul adresei pe care o indica y Expresia *p->y++ acceseaza mai întîi ceea ce indica y si apoi incrementeaza pe y Expresia (*p->y)++ incrementeaza ceea ce indica y Expresia *p++->y acceseaza ceea ce indica y si apoi incrementeaza pointerul p 10 3 Masive de structuri Structurile sînt în mod special utile pentru tratarea masivelor de variabile legate prin context Pentru exemplificare vom considera un program care numara intrarile fiecarui cuvînt cheie dintr-un text Pentru aceasta avem nevoie de un masiv de siruri de caractere, pentru pastrarea numelor cuvintelor cheie si un masiv de întregi pentru a memora numarul aparitiilor O posibilitate este de a folosi doua masive paralele keyword si keycount declarate prin: char *keyword[NKEYS]; int keycount[NKEYS]; respectiv unul de pointeri la siruri de caractere si celalalt de întregi Fiecarui cuvînt cheie îi corespunde perechea: char *keyword; int keycount; astfel încît putem considera cele doua masive ca fiind un masiv de perechi Atunci, declaratia de structura: struct key { char *keyword; int keycount; } keytab[NKEYS]; defineste un masiv keytab de structuri de acest tip si aloca memorie pentru ele Fiecare element al masivului keytab este o structura de acelasi sablon ca si structura key Definitia masivului keytab poate fi scrisa si sub forma: struct key { char *keyword; int keycount; }; struct key keytab[NKEYS]; Deoarece masivul de structuri keytab contine, în cazul nostru, o multime constanta de cuvinte cheie, este mai usor de initializat o data pentru totdeauna chiar în locul unde este definit Initializarea structurilor este o operatie analoaga cu initializarea unui masiv în sensul ca definitia este urmata de o lista de initializatori închisi în acolade Atunci initializarea masivului de structuri keytab va fi urmatoarea: struct key { char * keyword; int keycount; } keytab[] = { "break",0, "case",0, "char",0, /* */ "while",0}; Initializatorii sînt perechi care corespund la membrii structurii Initializarea ar putea fi facuta si incluzînd initializatorii fiecarei structuri din masiv în acolade ca în: {"break",0},{"case",0} dar parantezele interioare nu sînt necesare daca initializatorii sînt variabile simple sau siruri de caractere si daca toti initializatorii sînt prezenti Compilatorul va calcula, pe baza initializatorilor, dimensiunea masivului de structuri keytab motiv pentru care, la initializare, nu este necesara indicarea dimensiunii masivului Programul de numarare a cuvintelor cheie începe cu definirea masivului de structuri keytab Rutina principala main citeste textul de la intrare prin apel repetat la o functie getword, care extrage din intrare cîte un cuvînt la un apel Fiecare cuvînt este apoi cautat în tabelul keytab cu ajutorul unei functii de cautare binary, descrisa în sectiunea 7 5 Lista cuvintelor cheie trebuie sa fie în ordine crescatoare pentru ca functia binary sa lucreze corect Daca cuvîntul cercetat este un cuvînt cheie atunci functia binary returneaza numarul de ordine al cuvîntului în tabelul cuvintelor cheie, altfel returneaza ?1 #define MAXWORD 20 binary(char *word, struct key tab[], int n) { int low,high,mid,cond; low = 0; high = n - 1; while (low 0) low = mid + 1; else return mid; } return -1; } main() { /* numara cuvintele cheie */ int n,t; char word[MAXWORD]; while ((t=getword(word,MAXWORD))!=EOF) if (t==LETTER) if ( (n=binary(word,keytab,NKEYS)) >=0) keytab[n] keycount++; for (n=0; n 0) printf("%4d %s\n", keytab[n] keycount, keytab[n] keyword); } Înainte de a scrie functia getword este suficient sa spunem ca ea returneaza constanta simbolica LETTER de fiecare data cînd gaseste un cuvînt în textul de intrare si copiaza cuvîntul în primul ei argument Cantitatea NKEYS este numarul cuvintelor cheie din keytab (dimensiunea masivului de structuri) Desi putem calcula acest numar manual, este mai simplu si mai sigur s-o facem cu calculatorul, mai ales daca lista cuvintelor cheie este supusa modificarilor O posibilitate de a calcula NKEYS cu calculatorul este de a termina lista initializatorilor cu un pointer NULL si apoi prin ciclare pe keytab sa detectam sfîrsitul lui Acest lucru este mai mult decît necesar deoarece dimensiunea masivului de structuri este perfect determinata în momentul compilarii Numarul de intrari se determina împartind dimensiunea masivului la dimensiunea structurii key Operatorul sizeof descris în sectiunea 4 2 furnizeaza dimensiunea în octeti a argumentului sau În cazul nostru, numarul cuvintelor cheie este dimensiunea masivului keytab împartita la dimensiunea unui element de masiv Acest calcul este facut într-o linie #define pentru a da o valoare identificatorului NKEYS: #define NKEYS (sizeof(keytab) / sizeof(struct key)) Sa revenim acum la functia getword Programul pe care-l vom da pentru aceasta functie este mai general decît este necesar în aplicatia noastra, dar nu este mult mai complicat Functia getword citeste cuvîntul urmator din textul de intrare, printr-un cuvînt întelegîndu-se fie un sir de litere si cifre, cu primul caracter litera, fie un singur caracter Functia returneaza constanta simbolica LETTER daca a gasit un cuvînt, EOF daca a detectat sfîrsitul fisierului sau caracterul însusi, daca el nu a fost alfabetic getword(char *w, int lim) { /* citeste un cuvînt */ int t; while ( lim>0) { t = type(*w++=getchar()); if (t==EOF) return EOF; if (t!=LETTER && t!=DIGIT) break; } *(w-1) = '\0'; return LETTER; } Functia getword apeleaza functia type pentru identificarea tipului fiecarui caracter citit la intrare cu ajutorul functiei getchar Versiunea functiei type pentru caractere ASCII este: type(int c) { /* returneaza tipul caracterului */ if (c>='a' && c ='A' && c ='0' && c keyword)) 0) low = mid + 1; else return mid; } return NULL; } main() { /* numara cuvintele cheie, versiune cu pointeri */ int t; char word[MAXWORD]; struct key *binary(), *p; while ((t=getword(word MAXWORD))!=EOF) if (t==LETTER) if ((p=binary(word,keytab,NKEYS)) != NULL) p->keycount++; for (p=keytab; p keycount>0) printf("%4d %s\n",p->keycount, p->keyword); } Sa observam cîteva lucruri importante în acest exemplu În primul rînd, declaratia functiei binary trebuie sa indice ca ea returneaza un pointer la o structura de acelasi sablon cu structura key, în loc de un întreg Acest lucru este declarat atît în functia principala main cît si în functia binary Daca binary gaseste un cuvînt în structura key, atunci returneaza un pointer la el; daca nu-1 gaseste, returneaza NULL În functie de aceste doua valori returnate, functia main semnaleaza gasirea cuvîntului prin incrementarea cîmpului keycount corespunzator cuvîntului sau citeste urmatorul cuvînt În al doilea rînd, toate operatiile de acces la elementele masivului de structuri keytab se fac prin intermediul pointerilor Acest lucru determina o modificare semnificativa în functia binary Calculul elementului mijlociu nu se mai poate face simplu prin: mid = (low + high) / 2 deoarece adunarea a doi pointeri este o operatie ilegala, nedefinita Aceasta instructiune trebuie modificata în: mid = low + (high-low) / 2 care face ca mid sa pointeze elementul de la jumatatea distantei dintre low si high Sa mai observam initializarea pointerilor low si high, care este perfect legala, deoarece este posibila initializarea unui pointer cu o adresa a unui element deja definit În functia main avem urmatorul ciclu: for(p=keytab; p word = strsav(w); p->count = 1; p->left = p->right = NULL; } else if ((cond=strcmp(w,p->word))==0) p->count++; else if (cond left = tree(p->left,w); else /* noul cuvînt mai mare */ p->right = tree(p->right,w); return p; } Memoria pentru noul nod se aloca de catre rutina talloc, care este o adaptare a rutinei alloc, pe care am vazut-o deja Ea returneaza un pointer la un spatiu liber, în care se poate înscrie noul nod al arborelui Vom discuta rutina talloc mai tîrziu Noul cuvînt se copiaza în acest spatiu cu ajutorul rutinei strsav, care returneaza un pointer la începutul cuvîntului, contorul de aparitii se initializeaza la 1 si pointerii catre cei doi descendenti se fac NULL Aceasta parte de cod se executa numai cînd se adauga un nou nod Rutina treeprint tipareste arborele astfel încît pentru fiecare nod se imprima sub-arborele lui stîng, adica toate cuvintele mai mici decît cuvîntul curent, apoi cuvîntul curent si la sfîrsit sub-arborele drept, adica toate cuvintele mai mari decît cuvîntul curent Rutina treeprint este una din cele mai tipice rutine recursive treeprint(struct tnode *p) { /* tipareste arborele p recursiv */ if (p!=NULL) { treeprint(p->left); printf("%5d %s\n",p->count,p->word); treeprint(p->right); } } Este important de retinut faptul ca în algoritmul de cautare în arbore, pentru a ajunge la un anumit nod, se parcurg toate nodurile precedente, pe ramura respectiva (stînga sau dreapta), începînd întotdeauna cu nodul radacina Dupa fiecare iesire din rutina tree, din cauza recursivitatii, se parcurge acelasi drum, de data aceasta de la nodul gasit spre radacina arborelui, refacîndu-se toti pointerii drumului parcurs Daca considerati ca nu ati înteles suficient de bine recursivitatea, desenati-va un arbore si imprimati-l cu ajutorul rutinei treeprint, avînd grija sa memorati fiecare iesire din tree si treeprint O observatie legata de acest exemplu: daca arborele este „nebalansat“, adica cuvintele nu sosesc în ordine aleatoare din punct de vedere lexicografic, atunci timpul de executie al programului poate deveni foarte mare Cazul limita în acest sens este acela în care cuvintele de la intrare sînt deja în ordine, (crescatoare sau descrescatoare), caz în care programul nostru simuleaza o cautare liniara într-un mod destul de costisitor Sa ne oprim putin asupra alocarii de memorie Cu toate ca se aloca diferite tipuri de obiecte, este de preferat sa existe un singur alocator de memorie într-un program Relativ la acest alocator de memorie se pun doua probleme: în primul rînd cum poate satisface el conditiile de aliniere ale obiectelor de un anumit tip (de exemplu întregii trebuie alocati la adrese pare); în al doilea rînd cum se poate declara ca alocatorul returneaza pointeri la tipuri diferite de obiecte Cerintele de aliniere pot fi în general rezolvate cu usurinta pe seama unui spatiu care se pierde, dar care este nesemnificativ ca dimensiune De exemplu, alocatorul alloc returneaza totdeauna un pointer la o adresa para În cazul în care cererea de alocare poate fi satisfacuta si de o adresa impara (pentru siruri de caractere, de exemplu) se pierde un caracter În ceea ce priveste declararea tipului alocatorului alloc (adica a tipului de obiect pe care îl indica pointerul returnat de alloc), un foarte bun procedeu în limbajul C este de a declara ca functia alloc returneaza un pointer la char si apoi sa convertim explicit acest pointer la tipul dorit printr-un cast Astfel daca p este declarat în forma: char *p; atunci: (struct tnode *)p; converteste pe p dintr-un pointer la char într-un pointer la o structura de sablon tnode, daca el apare într-o expresie Si atunci, o versiune a alocatorului talloc poate fi urmatoarea: struct tnode *talloc() { char *alloc(); return (struct tnode *) alloc (sizeof(struct tnode)); } 10 6 Cautare în tabele O alta problema legata de definirea si utilizarea structurilor este cautarea în tabele Cînd se întîlneste de exemplu, o linie de forma: #define YES 1 simbolul YES si textul de substitutie 1 se memoreaza într-o tabela Mai tîrziu, ori de cîte ori textul YES va aparea în instructiuni, el se va înlocui cu constanta 1 Crearea si gestionarea tabelelor de simboluri este o problema de baza în procesul de compilare Exista doua rutine principale care gestioneaza simbolurile si textele lor de substitutie Prima, install(s,t) înregistreaza simbolul s si textul de substitutie t într-o tabela, s si t fiind siruri de caractere A doua, lookup(s) cauta sirul s în tabela si returneaza fie un pointer la locul unde a fost gasit, fie NULL daca sirul s nu figureaza în tabel Algoritmul folosit pentru crearea si gestionarea tabelei de simboluri este o cautare pe baza de hashing Fiecarui simbol i se calculeaza un cod hash astfel: se aduna codurile ASCII ale caracterelor simbolului si se ia restul provenit din împartirea numarului obtinut din adunare si dimensiunea tabelului Astfel, fiecarui simbol i se asociaza un cod hash H care verifica relatia: 0 next) if (strcmp(s,np->name)==0) return np; /* s-a gasit s */ return NULL; /* nu s-a gasit s */ } Rutina install foloseste functia lookup pentru a determina daca simbolul nou care trebuie introdus în lant este deja prezent sau nu Daca mai exista o definitie anterioara pentru acest simbol, ea trebuie înlocuita cu definitia noua Altfel, se creeaza o intrare noua pentru acest simbol, care se introduce la începutul lantului Functia install returneaza NULL, daca din anumite motive nu exista suficient spatiu pentru crearea unui bloc unu struct nlist *install(char *name, char *def) { /* scrie (nume, def) în htab */ struct nlist *np, *lookup(); char *strsav(), *alloc(); int hashval; if ((np=lookup(name))==NULL) { /* nu s-a gasit */ np = (struct nlist*)alloc(sizeof(*np)); if (np==NULL) return NULL; /* nu exista spatiu */ if ((np->name=strsav(name))==NULL) return NULL; hashval = hash(np->name); np->next = hashtab[hashval]; hashtab[hashval] = np; } else /* nodul exista deja */ free(np->def); /* elibereaza definitia veche */ if ((np->def=strsav(def))==NULL) return NULL; return np; } Deoarece apelurile la functiile alloc si free pot aparea în orice ordine si deoarece alinierea conteaza, versiunea simpla a functiei alloc, prezentata în capitolul 9 nu este adecvata aici În biblioteca standard exista functii de alocare fara restrictii, care se apeleaza implicit sau explicit de catre utilizator dintr-un program scris în C pentru a obtine spatiul de memorie necesar Deoarece si alte actiuni dintr-un program pot cere spatiu de memorie într-o maniera asincrona, spatiul de memorie gestionat de functia alloc poate sa fie necontiguu Astfel, spatiul liber de memorie este pastrat sub forma unui lant de blocuri libere, fiecare bloc continînd o dimensiune, un pointer la urmatorul bloc si spatiul liber propriu-zis Blocurile sînt pastrate în ordinea crescatoare a adreselor iar, ultimul bloc, de adresa cea mai mare, indica primul bloc, prin pointerul lui la blocul urmator din lant, astfel încît lantul este circular Cînd se lanseaza o cerere, se examineaza lista spatiului liber, pîna se gaseste un bloc suficient de mare pentru cererea respectiva Daca blocul are exact dimensiunea ceruta, el se elibereaza din lantul blocurilor libere si este returnat utilizatorului Daca blocul este mai mare se descompune, astfel încît partea ceruta se transmite utilizatorului, iar partea ramasa se introduce înapoi în lista de spatiu liber Daca nu se gaseste un bloc suficient de mare pentru cererea lansata se cauta un alt bloc de memorie Eliberarea unei zone de memorie prin intermediul rutinei free cauzeaza, de asemenea, o cautare în lista de spatiu liber, pentru a gasi locul corespunzator de inserare a blocului de memorie eliberat Daca blocul de memorie eliberat este adiacent cu un bloc din lista de spatiu liber la orice parte a sa, el este alipit la acel bloc, creîndu-se un bloc mai mare, astfel ca memoria sa nu devina prea fragmentata Determinarea adiacentei este usurata de faptul ca lista de spatiu liber se pastreaza în ordinea crescatoare a adreselor de memorie Exemplul de utilizare a acestor functii initializeaza elementele masivului hashtab cu NULL În continuare se asteapta de la tastatura introducerea unui nume si a unei definitii pentru acest nume Daca numele introdus nu exista în lista hashtab atunci se afiseaza un mesaj corespunzator, altfel se afiseaza vechea definitie care este apoi înlocuita de noua definitie introdusa main() { char num ,def ; int i; struct nlist *np; for (i=0; i def); install(num,def); } while (1); } 10 7 Cîmpuri Un cîmp se defineste ca fiind o multime de biti consecutivi dintr-un cuvînt sau întreg Adica din motive de economie a spatiului de memorie, este utila împachetarea unor obiecte într-un singur cuvînt masina Un caz frecvent de acest tip este utilizarea unui set de flaguri, fiecare pe un bit, pentru tabela de simboluri a unui compilator Fiecare simbol dintr-un program are anumite informatii asociate lui, cum sînt de exemplu, clasa de memorie, tipul, daca este sau nu cuvînt cheie s a m d Cel mai compact mod de a codifica aceste informatii este folosirea unui set de flaguri, de cîte un bit, într-un singur întreg sau caracter Modul cel mai uzual pentru a face acest lucru este de a defini un set de masti, fiecare masca fiind corespunzatoare pozitiei bitului m interiorul caracterului sau cuvîntului De exemplu: #define KEYWORD 01 #define EXTERNAL 02 #define STATIC 04 definesc mastile KEYWORD, EXTERNAL si STATIC care se refera la bitii 0, 1 si respectiv 2 din caracter sau cuvînt Atunci accesarea acestor biti se realizeaza cu ajutorul operatiilor de deplasare, mascare si complementare, descrisi într-un capitol anterior Numerele trebuie sa fie puteri ale lui 2 Expresii de forma: flags | = EXTERNAL | STATIC; apar frecvent si ele seteaza bitii 1 si 2 din caracterul sau întregul flags (în exemplul nostru) în timp ce expresia: flags &= (EXTERNAL | STATIC); selecteaza bitii 1 si 2 din flags Expresia: if (flags & (EXTERNAL | STATIC)) este adevarata cînd cel putin unul din bitii 1 sau 2 din flags este unu Expresia: if (!(flags & (EXTERNAL | STATIC))) este adevarata cînd bitii 1 si 2 din flags sînt ambii zero Limbajul C ofera aceste expresii, ca o alternativa, pentru posibilitatea de a defini si de a accesa bitii dintr-un cuvînt, în mod direct, folosind operatorii logici pe biti Sintaxa definitiei cîmpului si a accesului la el se bazeaza pe structuri De exemplu constructiile #define din exemplul de mai sus pot fi înlocuite prin definirea a trei cîmpuri: struct { unsigned is keyword: 1; unsigned is external:1; unsigned is static: 1; } flags; Aceasta constructie defineste variabila flags care contine 3 cîmpuri, fiecare de cîte un bit Numarul care urmeaza dupa ’:’ reprezinta lungimea cîmpului în biti Cîmpurile sînt declarate unsigned pentru a sublinia ca ele sînt cantitati fara semn Pentru a ne referi la un cîmp individual din variabila flags folosim o notatie similara cu notatia folosita pentru membrii structurilor flags is keyword flags is static Cîmpurile se comporta ca niste întregi mici fara semn si pot participa în expresii aritmetice ca orice alti întregi Astfel, expresiile anterioare pot fi scrise mai natural sub forma urmatoare: flags is extern = flags is static = 1; pentru setarea bitilor 1 si 2 din variabila flags, flags is extern = flags is static = 0; pentru stergerea bitilor, iar: if (flags is extern==0 && flags is static==0) pentru testarea lor Un cîmp nu trebuie sa depaseasca limitele unui cuvînt În caz contrar, cîmpul se aliniaza la limita urmatorului cuvînt Cîmpurile nu necesita sa fie denumite Un cîmp fara nume, descris numai prin caracterul ’:’ si lungimea lui în biti este folosit pentru a rezerva spatiu în vederea alinierii urmatorului cîmp Lungimea zero a unui cîmp poate fi folosita pentru fortarea alinierii urmatorului cîmp la limita unui nou cuvînt, el fiind presupus a contine tot cîmpuri si nu un membru obisnuit al structuri, deoarece în acest ultim caz, alinierea se face în mod automat Nici un cîmp nu poate fi mai lung decît un cuvînt Cîmpurile se atribuie de la dreapta la stînga Cîmpurile nu pot constitui masive, nu au adrese, astfel încît operatorul '&' nu se poate aplica asupra lor 10 8 Reuniuni O reuniune este o variabila care poate contine, la momente diferite, obiecte de diferite tipuri si dimensiuni; compilatorul este cel care tine evidenta dimensiunilor si aliniamentului Reuniunile ofera posibilitatea ca mai multe tipuri diferite de date sa fie tratate într-o singura zona de memorie, fara a folosi în program vreo informatie dependenta de masina Sa reluam exemplul tabelei de simboluri a unui compilator, presupunînd ca constantele pot fi de tip int, float sau siruri de caractere Valoarea unei constante particulare trebuie memorata într-o variabila de tip corespunzator, cu toate ca este mai convenabil, pentru gestiunea tabelei de simboluri, ca valoarea sa fie memorata în aceeasi zona de memorie, indiferent de tipul ei si sa ocupe aceeasi cantitate de memorie Acesta este scopul unei reuniuni: de a furniza o singura variabila care sa poata contine oricare dintre valorile unor tipuri de date Ca si în cazul cîmpurilor, sintaxa definitiei si accesului la o reuniune se bazeaza pe structuri Fie definitia: union u tag { int ival; float fval; char *pval; } uval; Variabila uval va fi suficient de mare ca sa poata pastra pe cea mai mare dintre cele trei tipuri de componente Oricare dintre tipurile de mai sus poate fi atribuit variabilei uval si apoi folosit în expresii în mod corespunzator, adica tipul în uval este tipul ultim atribuit Utilizatorul este cel care tine evidenta tipului curent memorat într-o reuniune Sintactic, membrii unei reuniuni sînt accesibili printr-o constructie de forma: nume-reuniune membru sau pointer-la-reuniune->membru Daca variabila utype este utilizata pentru a tine evidenta tipului curent memorat în uval, atunci fie urmatorul cod: if (utype==INT) printf ("%d\n",uval ival); else if (utype== FLOAT) printf("%f\n",uval fval); else if (utype==STRING) printf("%s\n",uval pval); else printf("tip incorect %d in utype\n", utype); Reuniunile pot aparea în structuri si masive si invers Sintaxa pentru accesarea unui membru al unei reuniuni, dintr-o structura, sau invers este identica cu cea pentru structurile imbricate Pe exemplu, în masivul de structuri symtab[NSYM] definit de: struct { char * name; int flags; int utype; union { int ival; float fval; char *pval; } uval; } symtab[NSYM]; variabila ival se refera prin: symtab[i] uval ival iar primul caracter al sirului pointat de pval prin: *symtab[i] uval pval De fapt, o reuniune este o structura în care toti membrii au deplasamentul zero, structura fiind suficient de mare pentru a putea pastra pe cel mai mare membru Alinierea este corespunzatoare pentru toate tipurile reuniunii Ca si la structuri, singurele operatii permise cu reuniuni sînt accesul la un membru al reuniunii si considerarea adresei ei Reuniunile nu pot fi atribuite, transmise la functii sau returnate de catre acestea Pointerii la reuniuni pot fi folositi în mod similar cu pointerii la structuri 10 9 Declaratii de structuri, reuniuni si cîmpuri Deoarece specificatorii de structuri, reuniuni si cîmpuri au aceeasi forma vom prezenta sintaxa lor generala în acest paragraf Specificator-structura-sau-reuniune: struct-sau-union { lista-declaratiilor } struct-sau-union identificator { lista-declaratiilor } struct-sau-union identificator Struct-sau-union: struct union Lista-declaratiilor este o secventa de declaratii pentru membrii structurii sau reuniunii Lista-declaratiilor: declaratie-structura declaratie-structura, lista-declaratiilor Declaratie-structura: specificator-tip, lista-declarator; Lista-declarator: declarator-structura declarator-structura, lista-declarator În mod obisnuit, un declarator-structura este chiar un declarator pentru un membru al structurii sau reuniunii Un membru al structurii poate fi constituit dintr-un numar specificat de biti, caz în care avem de-a face cu un cîmp Lungimea lui se separa de nume prin caracterul ’:’ Atunci: Declarator-structura: declarator declarator : expresie-constanta : expresie-constanta Într-o structura fiecare membru care nu este un cîmp începe la o adresa corespunzatoare tipului sau Astfel într-o structura pot exista zone fara nume neutilizate, rezultate din motive de aliniere Limbajul C nu introduce restrictii privind tipurile obiectelor care pot fi declarate cîmpuri Un specificator-structura-sau-reuniune de forma a doua declara un identificator ca fiind eticheta (marcajul) structurii sau reuniunii Atunci o declaratie ulterioara poate folosi forma a treia a unui specificator-structura-sau-reuniune Etichetele de structuri permit definirea structurilor auto-referite; de asemenea permit ca partea de declaratie a corpului structurii sa fie data o singura data si folosita de mai multe ori Este interzisa declararea recursiva a unei structuri sau reuniuni, dar o structura sau o reuniune poate contine un pointer la ea Doua structuri pot partaja o secventa initiala comuna de membri; adica acelasi membru poate aparea în doua structuri diferite daca el are acelasi tip în ambele structuri si daca toti membri precedenti lui sînt identici în cele doua structuri 10 10 Typedef Limbajul C ofera o facilitate numita typedef pentru a crea noi nume de tipuri de date Specificatorul de tip typedef-nume are sintaxa: typedef-nume: declarator Într-o declaratie implicînd typedef fiecare identificator care apare ca parte a unui declarator devine sintactic echivalent cu cuvîntul cheie rezervat pentru tipul asociat cu identificatorul De exemplu, declaratia: typedef int LENGTH; îl face pe LENGTH sinonim cu int „Tipul” LENGTH poate fi folosit ulterior în declaratii în acelasi mod ca si tipul int LENGTH len, maxlen; LENGTH *length[]; În mod similar, declaratia: typedef char *STRING; îl face pe STRING sinonim cu char*, adica pointer la caracter, care apoi poate fi utilizat în declaratii de tipul: STRING p, lineptr[LINES], alloc(); Se observa ca tipul care se declara prin typedef apare pe pozitia numelui de variabila nu imediat dupa cuvîntul rezervat typedef Sintactic typedef este sinonim cu clasele de memorie extern, static etc, dar nu rezerva memorie pentru variabilele respective Ca un exemplu mai complicat sa reluam declaratia unui nod al unui arbore, de data aceasta folosind typedef pentru a crea un nou nume pentru un tip structura (vezi sectiunea 10 5) typedef struct tnode { char *word; /* pointer la text */ int count; /* numar aparitii */ struct tnode *left; /* descendent stîng */ struct tnode *right; /* descendent drept */ } TREENODE, *TREEPTR; Aceasta declaratie creeaza doua nume noi de tipuri, numite TREENODE, care este o structura si TREEPTR, care este un pointer la o structura Atunci rutina talloc poate fi scrisa sub forma: TREEPTR talloc() { char *alloc(); return (TREEPTR)alloc(sizeof(TREENODE))); } Trebuie subliniat faptul ca declaratia typedef nu creeaza noi tipuri în nici un caz; ea adauga doar sinonime pentru anumite tipuri de date, deja existente Variabilele declarate în acest fel au exact aceleasi proprietati ca si cele declarate explicit De fapt, typedef se aseamana cu #define, cu exceptia faptului ca în timp ce #define este tratat de preprocesor, typedef este tratat de catre compilator De exemplu: typedef int(*PFI)(); creeaza numele PFI pentru „pointer la o functie care returneaza un întreg”, tip care poate fi folosit ulterior într-un context de tipul: PFI strcmp, numcmp, swap; în programul de sortare din capitolul 9 Exista doua motive principale care impun folosirea declaratiilor typedef Primul este legat de problemele de portabilitate Cînd se folosesc declaratii typedef pentru tipuri de date care sînt dependente de masina, atunci pentru o compilare pe un alt sistem de calcul este necesara modificarea doar a acestor declaratii nu si a datelor din program Al doilea consta în faptul ca prin crearea de noi nume de tipuri se ofera posibilitatea folosirii unor nume mai sugestive în program, deci o mai rapida întelegere a programului 11 Intrari / iesiri Întrucît limbajul C nu a fost dezvoltat pentru un sistem particular de operare si datorita faptului ca s-a dorit realizarea unei portabilitati cît mai mari, atît a unui compilator C, cît si a programelor scrise în acest limbaj, el nu poseda facilitati de intrare / iesire Exista totusi un sistem de intrare / iesire (sistemul I/O) constituit dintr-un numar de subprograme care realizeaza functii de intrare / iesire pentru programe scrise în C, dar care nu fac parte din limbajul C Aceste subprograme se gasesc în biblioteca C Scopul acestui capitol este de a descrie cele mai utilizate subprograme de intrare / iesire si interfata lor cu programele scrise în limbajul C 11 1 Intrari si iesiri standard; fisiere Sistemul I/O ofera utilizatorului trei "fisiere" standard de lucru Cuvîntul fisier a fost pus între ghilimele, deoarece limbajul nu defineste acest tip de data si pentru ca fisierele reprezinta mai degraba niste fluxuri de intrare / iesire standard puse la dispozitia utilizatorului Aceste fisiere sînt: – fisierul standard de intrare (stdin); – fisierul standard de iesire (stdout); – fisierul standard de afisare a mesajelor (stderr) Toate aceste trei fisiere sînt secventiale si în momentul executiei unui program C sînt implicit definite si deschise stdin si stdout sînt asociate în mod normal terminalului de la care a fost lansat programul în executie Sistemul I/O permite redirectarea acestor fisiere pe alte periferice sau închiderea lor dupa lansarea programului Redirectarea fisierului stdin se specifica prin constructia: specificator-fisier în linia de comanda prin care a fost lansat programul Redirectarea fisierului stdout pe un alt periferic, în scopul efectuarii unei operatii de adaugare (append) se specifica prin constructia : >>specificator-fisier stderr este întotdeauna asociat terminalului de la care a fost lansat programul în executie si nu poate fi redirectat Pentru a se putea face o referire la aceste fisiere orice program C trebuie sa contina fisierul stdio h, care se include printr-o linie de forma: #include daca acest fisier se afla în biblioteca standard Pentru claritatea si lizibilitatea programelor scrise în C, cît si pentru crearea unei imagini sugestive asupra lucrului cu fisiere, în fisierul de definitii standard stdio h s-a definit un nou nume de tip de data si anume FILE care este o structura Pentru a referi un fisier, este necesara o declaratie de forma: FILE *fp; unde fp va fi numele de data cu care se va referi fisierul în orice operatie de intrare / iesire asociata Iata cîteva informatii pastrate de structura FILE: – un identificator de fisier pe care sistemul de operare îl asociaza fluxului pe durata prelucrarii; acesta poate fi aflat cu ajutorul functiei fileno; – adresele zonelor tampon asociate; pozitia curenta în aceste zone; – indicatorii de sfîrsit de fisier si de eroare; – alte informatii 11 2 Accesul la fisiere; deschidere si închidere Nume fopen - deschide un flux Declaratie FILE *fopen(const char *path, const char *mode); Descriere Functia fopen deschide fisierul al carui nume este un sir indicat de path si îi asociaza un flux Argumentul mode indica un sir care începe cu una din secventele urmatoare: r deschide un fisier pentru citire; r+ deschide pentru citire si scriere; w trunchiaza fisierul la lungime zero sau creeaza un fisier pentru scriere; w+ deschide pentru adaugare la sfîrsit, în citire si scriere; fisierul este creat daca nu exista, altfel este trunchiat; a deschide pentru adaugare la sfîrsit, în scriere; fisierul este creat daca nu exista; a+ deschide pentru adaugare la sfîrsit, în citire si scriere; fisierul este creat daca nu exista; Dupa deschidere, în primele patru cazuri indicatorul pozitiei în flux este la începutul fisierului, în ultimele doua la sfîrsitul acestuia Sirul mode include de asemenea litera b (deschide un fisier binar) sau t (deschide un fisier text) fie pe ultima pozitie fie pe cea din mijloc Operatiile de citire si scriere pot alterna în cazul fluxurilor read / write în orice ordine Sa retinem ca standardul ANSI C cere sa existe o functie de pozitionare între o operatie de intrare si una de iesire, sau între o operatie de iesire si una de intrare, cu exceptia cazului cînd o operatie de citire detecteaza sfîrsitul de fisier Aceasta operatie poate fi inefectiva - cum ar fi fseek(flux, 0L, SEEK CUR) apelata cu scop de sincronizare Valori returnate În caz de succes se returneaza un pointer de tip FILE În caz de eroare se returneaza NULL si variabila globala errno indica codul erorii Nume fclose - închide un flux Declaratie int fclose( FILE *flux); Descriere Functia fclose închide fisierul asociat fluxului flux Daca flux a fost deschis pentru iesire, orice date aflate în zone tampon sînt scrise în fisier în prealabil cu un apel fflush Valori returnate În caz de succes se returneaza 0 În caz de eroare se returneaza EOF si variabila globala errno indica codul erorii Nume tmpfile - creeaza un fisier temporar Declaratie FILE *tmpfile(); Descriere Functia tmpfile genereaza un nume unic de fisier temporar Acesta este deschis în mod binar pentru scriere / citire ("wb+") Fisierul va fi sters automat la închidere sau la terminarea programului Valoare returnata Functia returneaza un descriptor de flux în caz de succes, sau NULL daca nu poate fi generat un nume unic de fisier sau daca fisierul nu poate fi deschis În caz de eroare variabila globala errno indica codul erorii Nume fflush - forteaza scrierea în flux Declaratie int fflush(FILE *flux); Descriere Functia fflush forteaza o scriere a tuturor datelor aflate în zone tampon ale fluxului flux Fluxul ramîne deschis Valori returnate În caz de succes se returneaza 0 În caz de eroare se returneaza EOF si variabila globala errno indica codul erorii Nume fseek, ftell, rewind - repozitioneaza un flux Declaratie int fseek(FILE *flux, long offset, int reper); long ftell(FILE *flux); void rewind(FILE *flux); Descriere Functia fseek seteaza indicatorul de pozitie pentru fisierul asociat fluxului flux Noua pozitie, data în octeti, se obtine adunînd offset octeti la pozitia specificata de reper Daca reper este SEEK SET, SEEK CUR, sau SEEK END, offset este relativ la începutul fisierului, pozitia curenta a indicatorului, respectiv sfîrsitul fisierului Functia fseek sterge indicatorul de sfîrsit de fisier Functia ftell obtine valoarea curenta a indicatorului de pozitie pentru fisierul asociat fluxului flux Functia rewind pozitioneaza indicatorul de pozitie pentru fisierul asociat fluxului flux la începutul fisierului Este echivalenta cu: (void)fseek(flux, 0L, SEEK SET) cu completarea ca functia rewind sterge si indicatorul de eroare al fluxului Valori returnate Functia rewind nu returneaza nici o valoare În caz de succes, fseek returneaza 0, si ftell returneaza offset-ul curent În caz de eroare se returneaza EOF si variabila globala errno indica codul erorii 11 3 Citire si scriere fara format Nume fgets - citeste un sir de caractere dintr-un flux text Declaratie char *fgets(char *s, int size, FILE *flux); Descriere Functia fgets cel mult size-1 caractere din flux si le memoreaza în zona indicata de s Citirea se opreste la detectarea sfîrsitului de fisier sau new-line Daca se citeste caracterul new-line acesta este memorat în s Dupa ultimul caracter se memoreaza null Apeluri ale acestei functii pot fi combinate cu orice apeluri ale altor functii de intrare din biblioteca (fscanf, de exemplu) pentru un acelasi flux de intrare Valori returnate Functia returneaza adresa s în caz de succes, sau NULL în caz de eroare sau la întîlnirea sfîrsitului de fisier daca nu s-a citit nici un caracter Nume fputs - scrie un sir de caractere într-un flux text Declaratie int fputs(const char *s, FILE *flux); Descriere Functia fputs scrie sirul s în flux fara caracterul terminator null Apeluri ale acestei functii pot fi combinate cu orice apeluri ale altor functii de iesire din biblioteca (fprintf, de exemplu) pentru un acelasi flux de iesire Valori returnate Functia returneaza o valoare non-negativa în caz de succes, sau EOF în caz de eroare Nume fread, fwrite - intrari / iesiri pentru fluxuri binare Declaratie unsigned fread(void *ptr, unsigned size, unsigned nel, FILE *flux); unsigned fwrite(const void *ptr, unsigned size, unsigned nel, FILE *flux); Descriere Functia fread citeste nel elemente, fiecare avînd marimea size octeti, din fluxul indicat de flux, si le memoreaza în zona indicata de ptr Functia fwrite scrie nel elemente, fiecare avînd marimea size octeti, din fluxul indicat de flux, pe care le ia din zona indicata de ptr Valori returnate Functiile returneaza numarul de elemente citite sau scrise cu succes (si nu numarul de caractere) Daca apare o eroare sau se întîlneste sfîrsitul de fisier, valoarea returnata este mai mica decît nel (posibil zero) 11 4 Citire cu format Nume scanf, fscanf, sscanf - citire cu format Declaratie int scanf(const char *format, ); int fscanf(FILE *flux, const char *format, ); int sscanf(const char *str, const char *format, ); Descriere Familia de functii scanf scaneaza intrarea în concordanta cu sirul de caractere format dupa cum se descrie mai jos Acest format poate contine specificatori de conversie; rezultatele unor astfel de conversii (daca se efectueaza) se memoreaza prin intermediul argumentelor pointer Functia scanf citeste sirul de intrare din fluxul standard stdin, fscanf din flux, si sscanf din sirul indicat de str Fiecare argument pointer trebuie sa corespunda în ordine ca tip cu fiecare specificator de conversie (dar a se vedea suprimarea mai jos) Daca argumentele nu sînt suficiente comportamentul programului este imprevizibil Toate conversiile sînt introduse de caracterul % Sirul format poate contine si alte caractere Spatii albe (blanc, tab, sau new-line) din sirul format se potrivesc cu orice spatiu alb în orice numar (inclusiv nici unul) din sirul de intrare Orice alte caractere trebuie sa se potriveasca exact Scanarea se opreste atunci cînd un caracter din sirul de intrare nu se potriveste cu cel din format Scanarea se opreste de asemenea atunci cînd o conversie nu se mai poate efectua (a se vedea mai jos) Conversii Dupa caracterul % care introduce o conversie poate urma un numar de caractere indicatori, dupa cum urmeaza: * Suprima atribuirea Conversia care urmeaza se face în mod obisnuit, dar nu se foloseste nici un argument pointer; rezultatul conversiei este pur si simplu abandonat h Conversia este de tip dioux sau n si argumentul asociat este un pointer la short (în loc de int) l Conversia este de tip dioux sau n si argumentul asociat este un pointer la long (în loc de int), sau conversia este de tip efg si argumentul asociat este un pointer la double (în loc de float) L Conversia este de tip efg si argumentul asociat este un pointer la long double În completare la acesti indicatori poate exista o marime w maxima optionala pentru cîmp, exprimata ca un întreg zecimal, între caracterul % si cel de conversie, si înaintea indicatorului Daca nu este data o marime maxima se foloseste marimea implicita infinit (cu o exceptie la conversia de tip c); în caz contrar se scaneaza cel mult un numar de w caractere în timpul conversiei Înainte de a începe o conversie, majoritatea conversiilor ignora spatiile albe; acestea nu sînt contorizate în marimea cîmpului Sînt disponibile urmatoarele conversii: % Potrivire cu un caracter % Cu alte cuvinte, %% în sirul format trebuie sa se potriveasca cu un caracter % Nu se efectueaza nici o conversie si nici o atribuire d Potrivire cu un întreg zecimal (eventual cu semn); argumentul asociat trebuie sa fie un pointer la int i Potrivire cu un întreg (eventual cu semn); argumentul asociat trebuie sa fie un pointer la int Valoarea întreaga este citita în baza 16 daca începe cu 0x sau 0X, în baza 8 daca începe cu 0, si în baza 10 în caz contrar Sînt folosite numai caracterele care corespund bazei respective o Potrivire cu un întreg octal fara semn; argumentul asociat trebuie sa fie un pointer la unsigned u Potrivire cu un întreg zecimal fara semn; argumentul asociat trebuie sa fie un pointer la unsigned x Potrivire cu un întreg hexazecimal fara semn; argumentul asociat trebuie sa fie un pointer la unsigned f Potrivire cu un numar în virgula mobila (eventual cu semn); argumentul asociat trebuie sa fie un pointer la float e,g Echivalent cu f s Potrivire cu o secventa de caractere diferite de spatiu alb; argumentul asociat trebuie sa fie un pointer la char, si zona trebuie sa fie suficient de mare pentru a putea primi toata secventa si caracterul terminator null Sirul de intrare se termina la un spatiu alb sau la atingerea marimii maxime a cîmpului (prima conditie întîlnita) c Potrivire cu o secventa de caractere de marime w (daca aceasta este specificata; prin lipsa se ia w?1); argumentul asociat trebuie sa fie un pointer la char, si zona trebuie sa fie suficient de mare pentru a putea primi toata secventa (nu se adauga terminator null) Nu se ignora ca de obicei spatiile albe din fata Pentru a ignora mai întîi spatiile albe se indica un spatiu explicit în format [ Potrivire cu o secventa nevida de caractere din setul specificat de caractere acceptate; argumentul asociat trebuie sa fie un pointer la char, si zona trebuie sa fie suficient de mare pentru a putea primi toata secventa si caracterul terminator null Nu se ignora ca de obicei spatiile albe din fata Sirul de intrare va fi format din caractere aflate în (sau care nu se afla în) setul specificat în format; setul este definit de caracterele aflate între [ si ] Setul exclude acele caractere daca primul caracter dupa [ este ^ Pentru a include caracterul ] în set, acesta trebuie sa fie primul caracter dupa [ sau ^; caracterul ] aflat în orice alta pozitie închide setul Caracterul - are si el un rol special: plasat între doua alte caractere adauga toate celelalte caractere aflate în intervalul respectiv la set Pentru a include caracterul - acesta trebuie sa fie ultimul caracter înainte de ] De exemplu, "%[^]0-9-]" semnifica setul orice caracter cu exceptia ], 0 pîna la 9, si - Sirul se termina la aparitia unui caracter care nu se afla (sau, daca se precizeaza ^, care se afla) în set sau daca se atinge marimea maxima specificata p Potrivire cu o valoare pointer (asa cum se afiseaza cu %p în printf); argumentul asociat trebuie sa fie un pointer la pointer n Nu se prelucreaza nimic din sirul de intrare; în schimb, numarul de caractere consumate pîna la acest punct din sirul de intrare este memorat la argumentul asociat, care trebuie sa fie un pointer la int Valori returnate Functiile returneaza numarul de valori atribuite, care poate fi mai mic decît numarul de argumente pointer, sau chiar zero, în cazul în care apar nepotriviri între format si sirul de intrare Zero indica faptul ca, chiar daca avem un sir de intrare disponibil, nu s-a efectuat nici o conversie (si atribuire); aceasta situatie apare atunci cînd un caracter din sirul de intrare este invalid, cum ar fi un caracter alfabetic pentru o conversie %d Valoarea EOF este returnata daca apare un eroare înainte de prima conversie, cum ar fi detectarea sfîrsitului de fisier Daca o eroare sau un sfîrsit de fisier apare dupa ce o conversie a început, se returneaza numarul de conversii efectuate cu succes 11 5 Scriere cu format Nume printf, fprintf, sprintf - scriere cu format Declaratie int printf(const char *format, ); int fprintf(FILE *flux, const char *format, ); int sprintf(char *str, const char *format, ); Descriere Functiile din familia printf genereaza o iesire în concordanta cu format dupa cum se descrie mai jos Functia printf afiseaza iesirea la fluxul standard stdout; fprintf scrie iesirea la flux; sprintf scrie iesirea în sirul de caractere str Aceste functii genereaza iesirea sub controlul sirului format care specifica cum se convertesc argumentele pentru iesire Sirul de formatare Sirul format este un sir de caractere, printre care se pot afla zero sau mai multe directive: caractere obisnuite (diferite de %) care sînt copiate asa cum sînt în fluxul de iesire, si specificatii de conversie, fiecare dintre ele rezultînd din încarcarea a zero sau mai multe argumente Fiecare specificatie de conversie este introdusa de caracterul % si se termina cu un specificator de conversie Între acestea pot fi (în aceasta ordine) zero sau mai multi indicatori, o marime minima a cîmpului optionala, o precizie optionala si un modificator optional de lungime Argumentele trebuie sa corespunda în ordine cu specificatorii de conversie Acestea sînt folosite în ordinea data, unde fiecare caracter * si fiecare specificator de conversie solicita urmatorul argument Daca argumentele nu sînt suficiente comportamentul programului este imprevizibil Caractere indicatori Caracterul % este urmat de zero, unul sau mai multi indicatori: # Valoarea numerica se converteste în format alternativ Pentru conversii de tip o, primul caracter al sirului de iesire este zero (prin prefixare cu 0 daca valoarea nu este zero) Pentru conversii de tip x si X, o valoare nenula este prefixata cu 0x (sau 0X pentru conversii de tip X) Pentru conversii de tip e, E, f, F, g si G, rezultatul va contine întotdeauna punctul zecimal, chiar daca nu apare partea fractionara (în mod normal punctul zecimal apare în aceste conversii numai daca exista si partea fractionara) Pentru conversii de tip g si G zerourile finale nu sînt eliminate asa cum se procedeaza în mod normal Pentru alte conversii rezultatul este nedefinit 0 Valoarea numerica este convertita cu zerouri la stînga Pentru conversii de tip d, i, o, u, x, X, e, E, f, F, g si G, valoarea convertita este completata cu zerouri la stînga în loc de blanc Daca apar indicatorii 0 si - împreuna, indicatorul 0 este ignorat Daca pentru o conversie numerica (d, i, o, u, x, X) este data o precizie, indicatorul 0 este ignorat Pentru alte conversii rezultatul este nedefinit - Valoarea convertita este aliniata la stînga (implicit alinierea se face la dreapta) Cu exceptia conversiilor de tip n, valoarea convertita este completata la dreapta cu blanc, în loc sa fie completata la stînga cu blanc sau zero Daca apar indicatorii 0 si - împreuna, indicatorul 0 este ignorat Sp (spatiu) În cazul unui rezultat al unei conversii cu semn, înaintea unui numar pozitiv sau sir vid se pune un blanc + Semnul (+ sau -) este plasat înaintea numarului generat de o conversie cu semn Implicit semnul este folosit numai pentru numere negative Daca apar indicatorii + si Sp împreuna, indicatorul Sp este ignorat Latimea cîmpului Un sir de cifre zecimale (cu prima cifra nenula) specifica o latime minima pentru cîmp Daca valoarea convertita are mai putine caractere decît latimea specificata, va fi completata cu spatii la stînga (sau dreapta, daca s-a specificat aliniere la stînga) În locul unui numar zecimal se poate folosi * pentru a specifica faptul ca latimea cîmpului este data de argumentul urmator, care trebuie sa fie de tip int O valoare negativa pentru latime este considerata un indicator - urmat de o valoare pozitiva pentru latime În nici un caz nu se va trunchia cîmpul; daca rezultatul conversiei este mai mare decît latimea cîmpului, cîmpul este expandat pentru a contine rezultatul conversiei Precizia Precizia (optionala) este data de caracterul urmat de un sir de cifre zecimale În locul sirului de cifre zecimale se poate scrie * pentru a specifica faptul ca precizia este data de argumentul urmator, care trebuie sa fie de tip int Daca precizia este data doar de , sau daca precizia este negativa, atunci aceasta se considera zero Precizia da numarul minim de cifre care apar pentru conversii de tip d, i, o, u, x, X, numarul de cifre care apar dupa punctul zecimal pentru conversii de tip e, E, f, F, numarul maxim de cifre semnificative pentru conversii de tip g si G, sau numarul maxim de caractere generate pentru conversii de tip s Modificator de lungime În acest caz prin conversie întreaga întelegem conversie de tip d, i, o, u, x, X h Conversia întreaga care urmeaza corespunde unui argument short sau unsigned short, sau urmatoarea conversie de tip n corespunde unui argument de tip pointer la short l Conversia întreaga care urmeaza corespunde unui argument long sau unsigned long, sau urmatoarea conversie de tip n corespunde unui argument de tip pointer la long L Urmatoarea conversie de tip e, E, f, g sau G corespunde unui argument long double Specificator de conversie Un caracter care specifica tipul conversiei care se va face Specificatorii de conversie si semnificatia lor sînt: d,i Argumentul de tip int este convertit la notatia zecimala cu semn Precizia, daca este data, da numarul minim de cifre care trebuie sa apara; daca valoarea convertita necesita mai putine cifre, aceasta este completata la stînga cu zerouri Precizia implicita este 1 Daca valoarea 0 este afisata cu precizie explicita 0, iesirea este vida o,u,x,X Argumentul de tip unsigned este convertit la notatie octala fara semn (o), zecimala fara semn (u), sau hexazecimala fara semn (x si X) Literele abcdef se folosesc pentru conversii de tip x; literele ABCDEF pentru conversii de tip X Precizia, daca este data, da numarul minim de cifre care trebuie sa apara; daca valoarea convertita necesita mai putine cifre, aceasta este completata la stînga cu zerouri Precizia implicita este 1 Daca valoarea 0 este afisata cu precizie explicita 0, iesirea este vida e,E Argumentul de tip flotant este rotunjit si convertit în stil [-]d ddde±dd unde avem o cifra înainte de punctul zecimal si numarul de cifre dupa acesta este egal cu precizia; daca aceasta lipseste se considera 6; daca precizia este zero, punctul zecimal nu apare O conversie de tip E foloseste litera E (în loc de e) pentru a introduce exponentul Exponentul are întotdeauna cel putin doua cifre; daca valoarea este zero, exponentul este 00 f,F Argumentul de tip flotant este rotunjit si convertit în notatie zecimala în stil [-]ddd ddd, unde numarul de cifre dupa punctul zecimal este egal cu precizia specificata Daca precizia lipseste se considera 6; daca precizia este explicit zero, punctul zecimal nu apare Daca punctul zecimal apare, cel putin o cifra apare înaintea acestuia g,G Argumentul de tip flotant este convertit în stil f sau e (sau E pentru conversii de tip G) Precizia specifica numarul de cifre semnificative Daca precizia lipseste se considera 6; daca precizia este zero se considera 1 Stilul e este folosit daca exponentul rezultat în urma conversiei este mai mic decît ?4 ori mai mare sau egal cu precizia Zerourile finale sînt eliminate din partea fractionara a rezultatului; punctul zecimal apare numai daca este urmat de cel putin o cifra c Argumentul de tip int este convertit la unsigned char si se scrie caracterul rezultat s Argumentul de tip const char * este un pointer la un sir de caractere Caracterele din sir sînt scrise pîna la (fara a include) caracterul terminator null; daca precizia este specificata, nu se scrie un numar mai mare decît cel specificat Daca precizia este data, nu e nevoie de caracterul null; daca precizia nu este specificata, sau daca este mai mare decît marimea sirului, sirul trebuie sa contina un caracter terminator null p Argumentul de tip pointer este scris în hexazecimal; formatul este specific sistemului de calcul n Numarul de caractere scrise pîna în acest moment este memorat la argumentul de tip int * Nu se face nici o conversie % Se scrie un caracter % Nu se face nici o conversie Specificatia completa este %% Valoare returnata Functiile returneaza numarul de caractere generate (nu se include caracterul terminator null pentru sprintf) 11 6 Tratarea erorilor Nume perror - afiseaza un mesaj de eroare sistem Declaratie void perror(const char *s); #include const char *sys errlist[]; int sys nerr; Descriere Rutina perror afiseaza un mesaj la iesirea standard de eroare, care descrie ultima eroare întîlnita la ultimul apel sistem sau functie de biblioteca Mai întîi se afiseaza argumentul s, apoi virgula si blanc, si în final mesajul de eroare si new-line Se recomanda (mai ales pentru depanare) ca argumentul s sa includa numele functiei în care a aparut eroarea Codul erorii se ia din variabila externa errno Lista globala de erori sys errlist[] indexata cu errno poate fi folosita pentru a obtine mesajul de eroare fara new-line Ultimul indice de mesaj din lista este sys nerr-1 Se recomanda o atentie deosebita în cazul accesului direct la lista deoarece unele coduri noi de eroare pot lipsi din sys errlist[] Daca un apel sistem esueaza variabila errno indica codul erorii Aceste valori pot fi gasite în Functia perror serveste la afisarea acestui cod de eroare într-o forma lizibila Daca un apel terminat cu eroare nu este imediat urmat de un apel perror, valoarea variabilei errno se poate pierde daca nu e salvata Nume clearerr, feof, ferror - verifica si reseteaza starea fluxului Declaratie void clearerr(FILE *flux); int feof(FILE *flux); int ferror(FILE *flux); int fileno( FILE *flux); Descriere Functia clearerr sterge indicatorii de sfîrsit de fisier si eroare ai fluxului Functia feof testeaza indicatorul de sfîrsit de fisier al fluxului, si returneaza non-zero daca este setat Acesta este setat daca o operatie de citire a detectat sfîrsitul de fisier Functia ferror testeaza indicatorul de eroare al fluxului, si returneaza non-zero daca este setat Acesta este setat daca o operatie de citire sau scriere a detectat o eroare (datorata de exemplu hardware-ului) Functiile de citire (cu sau fara format) nu fac distinctie între sfîrsit de fisier si eroare, astfel ca trebuie apelate functiile feof si ferror pentru a determina cauza Functia fileno examineaza argumentul flux si returneaza descriptorul asociat de sistemul de operare acestui flux Atentie! Este foarte frecventa folosirea incorecta a functiei feof pentru a testa daca s-a ajuns la sfîrsitul fisierului Nu se recomanda în nici un caz acest stil de programare: #define LSIR 80 char lin[LSIR]; FILE *fi,*fo; fi=fopen(nume-fisier-intrare,"rt"); fo=fopen(nume-fisier-iesire,"wt"); while (!feof(fi)) { /* gresit! */ fgets(lin,LSIR,fi); fputs(lin,fo); } fclose(fi); fclose(fo); În aceasta secventa, daca si ultima linie a fisierului text de intrare este terminata cu new-line, aceasta va fi scrisa de doua ori în fisierul de iesire De ce? Dupa ce se citeste ultima linie înca nu este pozitionat indicatorul de sfîrsit de fisier, deci functia fgets returneaza succes La reluarea ciclului se încearca un nou fgets si abia acum se depisteaza sfîrsitul de fisier, fapt marcat în zona rezervata fluxului fi Astfel continutul tabloului lin ramîne nemodificat si este scris a doua oara în fisierul de iesire Abia la o noua reluare a ciclului functia feof ne spune ca s-a depistat sfîrsitul de fisier În acest manual sînt prezentate mai multe programe care efectueaza diferite prelucrari asupra unor fisiere text Pentru simplitate toate programele presupun ca nu apar erori la citire sau la scriere 11 7 Operatii cu directoare Functiile de parcurgere a cataloagelor de fisiere descrise în aceasta sectiune (opendir, readdir, closedir) sînt definite de mai multe medii de programare C (Borland, Watcom, Visual C, GNU Linux), precum si de standardul POSIX Aceste functii sînt descrise în Functiile de redenumire si stergere a unor fisiere sînt descrise în Nume opendir - deschide un director Declaratie DIR *opendir(const char *nume); Descriere Functia opendir deschide un flux pentru directorul cu numele nume, si returneaza un pointer la fluxul deschis Fluxul este pozitionat pe prima intrare din director Valoare returnata Functia returneaza un pointer la flux în caz de succes, sau NULL în caz de eroare si variabila globala errno indica codul erorii Cîteva erori posibile EACCES Acces interzis ENOTDIR nume nu este un director Nume readdir - citeste un director Declaratie struct dirent *readdir(DIR *dir); Descriere Functia readdir returneaza un pointer la o structura de tip dirent care reprezinta urmatoarea intrare din directorul indicat de fluxul dir Returneaza NULL daca s-a depistat sfîrsitul de director sau daca a aparut o eroare Structura de tip dirent contine un cîmp char d name[] Utilizarea altor cîmpuri din structura reduce portabilitatea programelor Valoare returnata Functia returneaza un pointer la o structura de tip dirent, sau NULL daca s-a depistat sfîrsitul de director sau daca a aparut o eroare Nume closedir - închide un director Declaratie int closedir(DIR *dir); Descriere Functia closedir închide fluxul dir Valoare returnata Functia returneaza 0 în caz de succes sau EOF în caz de eroare Nume rename - redenumeste un fisier remove - sterge un fisier Declaratie int rename(const char *old, const char *new); int remove(const char *name); Descriere Functia rename schimba numele unui fisier din old în new Daca a fost precizat un periferic în new, acesta trebuie sa coincida cu cel din old Directoarele din old si new pot sa fie diferite, astfel ca rename poate fi folosita pentru a muta un fisier dintr-un director în altul Nu se permit specificatori generici (wildcards) Functia remove sterge fisierul specificat prin name Valoare returnata În caz de succes se returneaza 0 În caz de eroare se returneaza EOF si variabila globala errno indica codul erorii 11 8 Programe demonstrative Primele trei programe primesc ca parametri în linia de comanda numele fisierelor pe care le vor prelucra Ultimul program primeste ca parametru în linia de comanda numele directorului al carui continut va fi afisat 1) Determinarea marimii unui fisier #include FILE *f; int main(int ac, char **av) { if (ac!=2) { fputs("Un argument!\n",stderr); return 1; } f = fopen(av ,"rb"); if (!f) { perror("Eroare la deschidere"); return 1; } fseek(f,0,SEEK END); fprintf(stderr,"File %s, size %ld\n", ftell(f)); fclose(f); return 0; } 2) Copierea unui fisier Functiile fgets si fputs se folosesc pentru fluxuri deschise în mod text Cum se utilizeaza pentru copierea unui fisier text? #include #define LSIR 80 char lin[LSIR]; FILE *fi, *fo; int main(int ac, char **av) { if (ac!=3) { fputs("Doua argumente!\n",stderr); } fi=fopen(av ,"rt"); fo=fopen(av ,"wt"); if (!fi || !fo) { perror("Eroare la deschidere"); return 1; } while (fgets(lin,LSIR,fi)) fputs(lin,fo); fclose(fi); fclose(fo); return 0; } Functiile fread si fwrite se folosesc pentru fluxuri deschise în mod binar Cum se utilizeaza pentru copierea unui fisier binar? #include #define LZON 80 char zon[LZON]; FILE *fi, *fo; int k; int main(int ac, char **av) { if (ac!=3) { fputs("Doua argumente!\n",stderr); return 1; } fi=fopen(av ,"rb"); fo=fopen(av ,"wb"); if (!fi || !fo) { perror("Eroare la deschidere"); return 1; } while (k=fread(zon,1,LZON,fi)) fwrite(zon,1,k,fo); fclose(fi); fclose(fo); return 0; } 3) Prelucrarea unui fisier text Programul prezentat în continuare citeste un fisier text care contine pe fiecare linie un sir de caractere (fara spatii) si trei valori întregi, si afiseaza pe terminal numele pe 12 pozitii aliniat la stînga si media aritmetica a celor trei valori întregi #include FILE *fi; char num ; int a,b,c; double m; int main(int ac, char **av) { if (ac!=2) { fputs("Un argument!\n",stderr); return 1; } fi=fopen(av ,"rt"); if (!fi) { perror("Eroare la deschidere"); return 1; } while (fscanf(fi,"%s %d %d %d", num,&a,&b,&c)!=EOF) { m=(a+b+c)/3 0; printf("%-12s%6 2lf\n",num,m); } fclose(fi); return 0; } 4) Afisarea continutului unui director #include #include DIR *dir; struct dirent *ent; int main(int ac, char **av) { if (ac!=2) { printf("Un parametru\n"); return 1; } dir = opendir(av ); if (!dir) { perror("Eroare open dir"); return 1; } while (ent=readdir(dir)) printf("%s\n",ent->d name); return 0; } 12 Alte rutine din biblioteca standard În acest capitol sînt descrise functii care rezolva probleme legate de alocarea dinamica a memoriei, sortare si cautare, clasificare, operatii cu blocuri de memorie si siruri de caractere, functii matematice 12 1 Alocarea dinamica a memoriei Nume calloc, malloc, realloc - aloca memoria în mod dinamic free - elibereaza memoria alocata în mod dinamic Declaratie #include void *calloc(unsigned nel, unsigned size); void *malloc(unsigned size); void *realloc(void *ptr, unsigned size); void free(void *ptr); Descriere Functia calloc aloca memorie pentru un tablou de nel elemente, fiecare de marime size octeti si returneaza un pointer la memoria alocata Continutul memoriei este pus la zero Functia malloc aloca size octeti si returneaza un pointer la memoria alocata Continutul memoriei nu este sters Functia free elibereaza spatiul de memorie indicat de ptr, care trebuie sa fi fost returnat de un apel anterior malloc, calloc sau realloc În caz contrar, sau daca a existat deja un apel anterior free(ptr), comportamentul programului este imprevizibil Functia realloc schimba marimea blocului de memorie indicat de ptr la size octeti Continutul ramîne neschimbat la marimea minima dintre marimea veche si cea noua; noul spatiu de memorie care este eventual alocat este neinitializat Daca ptr este NULL apelul este echivalent cu malloc(size); daca size este egal cu zero apelul este echivalent cu free(ptr) Cu exceptia cazului cînd ptr este NULL, acesta trebuie sa fi fost returnat de un apel precedent malloc, calloc sau realloc Valori returnate Pentru calloc si malloc valoarea returnata este un pointer la memoria alocata, care este aliniata în mod corespunzator pentru orice tip de variabile, sau NULL daca nu exista suficienta memorie continua Functia free nu returneaza nimic Functia realloc returneaza un pointer la noua zona de memorie alocata, care este aliniata în mod corespunzator pentru orice tip de variabile, si poate fi diferita de ptr, sau poate fi NULL daca nu exista suficienta memorie continua sau daca valoarea size este egala cu 0 Daca realloc esueaza, blocul original ramîne neatins - nu este nici eliberat nici mutat 12 2 Sortare si cautare Nume qsort - sorteaza un tablou bsearch - cautare binara într-un tablou sortat Declaratie #include void qsort(void *base, unsigned nel, unsigned size, int (*comp) (const void *, const void *)); void *bsearch(const void *key, const void *base, unsigned nel, unsigned size, int (*comp)(const void *, const void *)); Descriere Functia qsort sorteaza un tablou de nel elemente, fiecare de marime size Argumentul base indica spre începutul tabloului Elementele tabloului sînt sortate în ordine crescatoare în concordanta cu functia de comparare referita de comp, apelata cu doua argumente care indica spre obiectele ce se compara Functia de comparare trebuie sa returneze un întreg mai mic decît, egal cu, sau mai mare decît zero daca primul argument este considerat a fi mai mic decît, egal cu, respectiv mai mare decît al doilea Daca cele doua elemente comparate sînt egale, ordinea în tabloul sortat este nedefinita Functia bsearch cauta într-un tablou de nel elemente, fiecare de marime size, un membru care coincide cu obiectul indicat de key Argumentul base indica spre începutul tabloului Continutul tabloului trebuie sa fie sortat crescator în concordanta cu functia de comparare referita de comp, apelata cu doua argumente care indica spre obiectele ce se compara Functia de comparare trebuie sa returneze un întreg mai mic decît, egal cu, sau mai mare decît zero daca primul argument este considerat a fi mai mic decît, egal cu, respectiv mai mare decît al doilea Valoare returnata Functia bsearch returneaza un pointer la un membru al tabloului care coincide cu obiectul indicat de key, sau NULL daca nu se gaseste nici un membru Daca exista mai multe elemente care coincid cu key, poate fi returnat oricare element cu aceasta proprietate 12 3 Rutine de clasificare Nume isalnum, isalpha, isascii, iscntrl, isdigit, isgraph, islower, isprint, ispunct, isspace, isupper, isxdigit - rutine de clasificare tolower - conversie în litera mica toupper - conversie în litera mare Declaratie #include int isalnum(int c); int islower(int c); int isalpha(int c); int isprint(int c); int isascii(int c); int ispunct(int c); int iscntrl(int c); int isspace(int c); int isdigit(int c); int isupper(int c); int isgraph(int c); int isxdigit(int c); int tolower(int c); int toupper(int c); Descriere Primele 12 functii verifica daca c, care trebuie sa fie o valoare de tip unsigned char sau EOF, se afla în una din clasele de caractere enumerate mai sus isalnum Verifica daca c este alfanumeric; este echivalenta cu (isalpha(c) || isdigit(c)) isalpha Verifica daca c este alfabetic; este echivalent cu (isupper(c) || islower(c)) isascii Verifica daca c este o valoare pe 7 biti din setul de caractere ASCII iscntrl Verifica daca c este un caracter de control isdigit Verifica daca c este o cifra (între 0 si 9) isgraph Verifica daca c este un caracter afisabil cu exceptia spatiului islower Verifica daca c este o litera mica isprint Verifica daca c este un caracter afisabil inclusiv spatiu ispunct Verifica daca c este un caracter diferit de spatiu si non-alfanumeric isspace Verifica daca c este un spatiu alb isupper Verifica daca c este o litera mare isxdigit Verifica daca c este o cifra hexazecimala din setul 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 a b c d e f A B C D E F tolower Converteste caracterul c, daca este o litera, la litera mica corespunzatoare toupper Converteste caracterul c, daca este o litera, la litera mare corespunzatoare Valoare returnata Valoarea returnata de functiile is este nenula daca caracterul c se afla în clasa testata, si zero în caz contrar Valoarea returnata de functiile to este litera convertita daca caracterul c este o litera, si nedefinita în caz contrar 12 4 Operatii cu blocuri de memorie Pentru majoritatea functiilor din aceasta categorie compilatorul expandeaza codul acestora folosind instructiuni pe siruri de caractere Declaratiile acestor functii se obtin cu #include Nume memcpy - copiaza o zona de memorie Declaratie void *memcpy(void *dest, const void *src, unsigned n); void *memmove(void *dest, const void *src, unsigned n); Descriere Functia memcpy copiaza n octeti din zona de memorie src în zona de memorie dest Zonele de memorie nu trebuie sa se suprapuna Daca exista acest risc se utilizeaza memmove Valoare returnata Functiile returneaza un pointer la dest Nume memcmp - compara doua zone de memorie Declaratie int memcmp(const void *s1, const void *s2, unsigned n); Descriere Functia memcmp compara primii n octeti ai zonelor de memorie s1 si s2 Valoare returnata Returneaza un întreg mai mic decît, egal cu, sau mai mare decît zero daca s1 este mai mic decît, coincide, respectiv este mai mare decît s2 Nume memset - umple o zona de memorie cu o constanta pe un octet Declaratie void *memset(void *s, int c, unsigned n); Descriere Functia memset umple primii n octeti ai zonei de memorie indicata de s cu constanta c pe un octet Valoare returnata Functia returneaza un pointer la zona de memorie s Nume memchr - cauta în memorie un caracter Declaratie void *memchr(const void *s, int c, unsigned n); Descriere Functia memchr cauta caracterul c în primii n octeti de memorie indicati de s Cautarea se opreste la primul octet care are valoarea c (interpretata ca unsigned char) Valoare returnata Functia returneaza un pointer la octetul gasit sau NULL daca valoarea nu exista în zona de memorie 12 5 Operatii cu siruri de caractere Pentru majoritatea functiilor din aceasta categorie compilatorul expandeaza codul acestora folosind instructiuni pe siruri de caractere Declaratiile acestor functii se obtin cu #include Nume strlen - calculeaza lungimea unui sir Declaratie unsigned strlen(const char *s); Descriere Functia strlen calculeaza lungimea sirului s, fara a include caracterul terminator null Valoare returnata Functia returneaza numarul de caractere din s Nume strcpy, strncpy - copiaza un sir de caractere Declaratie char *strcpy(char *dest, const char *src); char *strncpy(char *dest, const char *src, unsigned n); Descriere Functia strcpy copiaza sirul indicat de src (inclusiv caracterul terminator null) în zona indicata de dest Sirurile nu trebuie sa se suprapuna, si în plus zona dest trebuie sa fie suficient de mare pentru a primi copia Functia strncpy este similara, cu exceptia faptului ca nu se copiaza mai mult de n octeti din src Astfel, daca caracterul terminator null nu se afla în primii n octeti din src, rezultatul nu va fi terminat cu null În cazul în care lungimea lui src este mai mica decît n, restul octetilor din dest primesc valoarea null Valoare returnata Functiile returneaza un pointer la sirul dest Nume strdup - duplica un sir Declaratie char *strdup(const char *s); Descriere Functia strdup returneaza un pointer la un nou sir care este un duplicat al sirului s Memoria pentru noul sir se obtine cu malloc, si poate fi eliberata cu free Valoare returnata Functia returneaza un pointer la sirul duplicat, sau NULL daca nu exista memorie suficienta disponibila Nume strcat, strncat - concateneaza doua siruri Declaratie char *strcat(char *dest, const char *src); char *strncat(char *dest, const char *src, unsigned n); Descriere Functia strcat adauga sirul src la sirul dest suprascriind caracterul null de la sfîrsitul lui dest, si la sfîrsit adauga un caracter terminator null Sirurile nu trebuie sa se suprapuna, si în plus sirul dest trebuie sa aiba suficient spatiu pentru a pastra rezultatul Functia strncat este similara, cu exceptia faptului ca numai primele n caractere din src se adauga la dest Valoare returnata Functiile returneaza un pointer la sirul rezultat dest Nume strcmp - compara doua siruri de caractere Declaratie int strcmp(const char *s1, const char *s2); Descriere Functia strcmp compara cele doua siruri s1 si s2 Valoare returnata Functia returneaza un întreg mai mic decît, egal cu, sau mai mare decît zero daca s1 este mai mic decît, coincide, respectiv este mai mare decît s2 Nume strchr, strrchr - localizeaza un caracter Declaratie char *strchr(const char *s, int c); char *strrchr(const char *s, int c); Descriere Functia strchr returneaza un pointer la prima aparitie a caracterului c în sirul s Functia strrchr returneaza un pointer la ultima aparitie a caracterului c în sirul s Valoare returnata Functiile returneaza un pointer la caracterul gasit sau NULL daca valoarea nu a fost gasita Nume strstr - localizeaza un subsir Declaratie char *strstr(const char *sir, const char *subs); Descriere Functia strstr gaseste prima aparitie a subsirului subs în sirul sir Caracterul terminator null nu este luat în considerare Valoare returnata Functia returneaza un pointer la începutul subsirului, sau NULL daca subsirul nu este gasit Nume strspn, strcspn - cauta un set de caractere într-un sir Declaratie unsigned strspn(const char *s, const char *acc); unsigned strcspn(const char *s, const char *rej); Descriere Functia strspn calculeaza lungimea segmentului initial din s format în întregime numai cu caractere din acc Functia strcspn calculeaza lungimea segmentului initial din s format în întregime numai cu caractere care nu se gasesc în rej Valori returnate Functia strspn returneaza pozitia primului caracter din s care nu se afla în acc Functia strcspn returneaza pozitia primului caracter din s care se afla în rej 12 6 Biblioteca matematica 1) Functiile din prima categorie sînt descrise în Nume rand, srand - generarea numerelor pseudo-aleatoare Declaratie int rand(void); void srand(unsigned int seed); Descriere Functia rand returneaza un întreg pseudo-aleator între 0 si RAND MAX (pentru majoritatea mediilor de programare C aceasta constanta este egala cu valoarea maxima cu semn reprezentabila pe un cuvînt al sistemului de calcul) Functia srand initializeaza generatorul cu valoarea seed pentru o noua secventa de valori întregi pseudo-aleatoare care vor fi returnate de rand Aceste secvente se repeta daca srand se apeleaza cu aceeasi valoare seed Se obisnuieste ca generatorul sa fie initializat cu o valoare data de ceasul sistemului de calcul, ca în exemplul de mai jos: #include srand(time(NULL)); Valoare returnata Functia rand returneaza o valoare între 0 si RAND MAX Observatie În lucrarea Numerical Recipes in C: The Art of Scientific Computing - William H Press, Brian P Flannery, Saul A Teukolsky, William T Vetterling / New York: Cambridge University Press, 1990 (1st ed, p 207), se face urmatorul comentariu: "Daca doriti sa generati o valoare aleatoare întreaga între 1 si 10, se recomanda sa folositi secventa j=1+(int)(10 0*rand()/(RAND MAX+1 0)); si nu o secventa de tipul j=1+(int)(1000000 0*rand())%10; care foloseste bitii de rang inferior " Tot în fisierul sînt descrise si urmatoarele functii: int abs(int i); valoare absoluta long labs(long i); valoare absoluta int atoi(char *s); conversie din ASCII în întreg long atol(char *s); conversie din ASCII în întreg lung double atof(char *s); conversie din ASCII în dubla precizie 2) Functiile din a doua categorie sînt descrise în fisierul double fabs(double x); valoare absoluta double floor(double x); parte întreaga inferioara double ceil(double x); parte întreaga superioara double sqrt(double x); double sin(double x); sin(x) double cos(double x); cos(x) double tan(double x); tg(x) double asin(double x); arcsin(x) double acos(double x); arccos(x) double atan(double x); arctg(x) în [-?/2,?/2] double atan2(double y, double x); arctg(y/x) în [–?,?] double exp(double x); ex double log(double x); ln(x) double pow(double x, double y); xy double sinh(double x); sinh(x) double cosh(double x); cosh(x) double tanh(double x); tgh(x) double ldexp(double x, int e); x ? 2e double fmod(double x, double y); x modulo y Functia fmod returneaza o valoare f definita astfel: x ? a ? y ? f a este o valoare întreaga (data de x/y) si 0 ? |f | #include #include int cmp(const void *A, const void *B) { return *(int *)A-*(int *)B; } int main(int ac, int **av) { int *X,*p,M,n,k,i,v; if (ac!=4) { fputs("Trei argumente!\n",stderr); return 1; } n=atoi(av ); k=atoi(av ); M=atoi(av ); X=(int *)malloc(n*sizeof(int)); if (!X) return 1; srand(time(NULL)); for (i=0; i #include #include #define NA 32 typedef struct { char nm , ar; float na, nb, nc, md; } StEl; #define Fld(P,f) ((StEl *)P)->f int comp(const void *A, const void *B) { float w; int d; if (d=Fld(A,ar)-Fld(B,ar)) return d; if (Fld(A,ar)=='A') { w=Fld(B,md)-Fld(A,md); if (w>0) return 1; if (w =5) && (El[ne] nb>=5) && (El[ne] nc>=5)) El[ne] ar='A'; else El[ne] ar='R'; El[ne] md=(El[ne] na+El[ne] nb+ El[ne] nc)/3 0; ne++; if (ne==na) { na+=NA; El=(StEl *)realloc(El,na* sizeof(StEl)); } } fclose(fi); qsort(El,ne,sizeof(StEl),comp); for (i=0; i #include #include int comp(const void *A, const void *B) { return strcmp((char *)A,(char *)B); } int main(int ac, char **av) { char *C,s ; int n,l,i; FILE *fi; if (ac!=2) { fputs("Un argument!\n",stderr); return 1; } fi=fopen(av ,"rt"); if (!fi) { perror("Eroare la deschidere"); return 1; } fscanf(fi,"%d %s",n,s); l=strlen(s); C=(char *)malloc((l+1)*n); Strcpy(C,s); for (i=1; i 30) si de variante în fiecare sistem, un individ poseda o combinatie specifica de variante, este un unicat biologic!!! Acest lucru poate fi demonstrat partial si indirect în felul urmator: sa presupunem ca o persoana X prezinta variantele cele mai comune în populatie pentru 30 de caractere [O, Rh+, MN, Se, Le, pentru grupele sanguine; Gm-1, Hp 2 1, C3 pentru proteinele serice; PA-c, AK-11, PGM 1 pentru enzime; HLA: A1 A3, B7 B8 pentru grupele tisulare] Probabilitatea de a întâlni o alta persoana identica, cu aceeasi configuratie de variante, este egala cu produsul frecventelor populationale ale fiecarui caracter; rezultatul este edificator 1 : 700 000 000 Studiul caracterelor ereditare normale are importanta teoretica pentru localizarea (cartografierea) genelor pe cromosomi si explicarea unor fenomene genetice (inclusiv a transmiterii mendeliene) dar, mai ales, o valoare practica deosebita în: identificarea persoanelor, expertiza paternitatii si filiatiei, transfuzii si transplante, diagnosticul diferential al gemenilor monozigoti (MZ) si dizigoti (DZ), identificarea persoanelor vulnerabile la diferite îmbolnaviri, c) Caracterele ereditare anormale sunt prezente numai la unii indivizi Ele sunt produse de mutatii si reprezentate de bolile cromosomice, bolile monogenice si bolile mitocondriale Bolile cromosomice sunt produse de aditia (trisomie) sau pierderea (monosomie) unui cromosom întreg sau a unei parti din cromosom; de ex , sindromul Down (trisomia 21) sau sindromul Turner (monosomia X) Bolile monogenice sunt produse de mutatia unei gene (din genomul nuclear) cu efect major, care determina boala prin anomalii ale unor proteine de structura (hemoglobina, colagen, factori de coagulare, etc ) sau enzime (erori înnascute de metabolism etc ) Aceste mutatii se trasnmit în succesiunea generatiilor dupa tipul mendelian: autosomal dominant (de ex , hipercolesterolemie familiala), autosomal recesiv (de ex fibroza chistica) sau legat de X (de ex hemofilia) Cu toate ca sunt "pur" genetice, manifestarea unora din aceste boli poate fi influentata pozitiv prin interventie medicala, deci de anumite conditii de mediu De exemplu: Fenilcetonuria (PCU) este o boala ereditara (OMIM # 261600) care evoluiaza spre retard mintal sever; ea poate fi prevenita prin depistarea la nastere a bolnavilor si folosirea unui regim dietetic fara fenilalanina; ambele actiuni medicale influenteaza manifestarea acestei boli genetice si purtatorii mutatiei pot fi normali, în anumite conditii de mediu Bolile mitocondriale sunt un tip particular de boli monogenice produse de mutatii în genomul mitocondrial, care afecteaza producerea de energie în muschi si nervi; ele au un rol important în îmbatrânirea celulara Bolile mitocondriale se mostenesc într-un mod particular: de la mama la toti copii, dar baietii afectati nu transmit boala 2 2 CARACTERE DETERMINATE DE INTERACTIUNEA EREDITATE - MEDIU Numeroase caractere fenotipice, normale sau anormale, sunt produse de interactiunea, în proportii diferite, dintre ereditate si mediu (figura 1 2) De aceea aceste caractere sunt numite caractere multifactoriale a) Caracterele multifactoriale normale sunt determinate de interactiunea variabila dintre ereditate si mediu; ex : talia, greutatea, tensiunea arteriala, inteligenta, etc În realizarea acestor caractere multifactoriale ereditatea determina o parte din caracter, mai mare sau mai mica (denumita heritabilitate), precum si limita superioara sau potentialul genetic pâna la care poate fi dezvoltat acel caracter, în cele mai favorabile conditii de mediu (figura 1 3) Mediul produce o alta parte din caracter si determina sau nu atingerea limitei superioare sau realizarea potentialului genetic individual De exemplu: talia - este conditionata genetic în proportie de 67% Fiecare individ are o "limita superioara" determinata genetic, pâna la care poate creste si pe care nu o poate depasi Ea este o caracteristica familiala, fiind determinata de talia parintilor si conditiile în care creste copilul Atingerea acstei limite depinde de mediul de viata al individului Asa se explica faptul ca gemenii monozigoti (care au o ereditate identica), crescuti în medii diferite vor avea înaltimi diferite, iar populatii genetic diferite ce traiesc în acelasi mediu vor avea talii diferite Ereditatea nu determina deci un caracter unic ci un sir de capacitati fenotipice numit "norma de reactie" a individului la mediu sau potential genetic De aceea, Aristotel avea dreptate spunînd ca "… natura omului nu este cea cu care s-a nascut ci aceea pe care el o poate dezvolta" Potentialul nostru genetic ne permite sa ne adaptam la cele mai variate conditii de mediu, dar, fireste, nu putem depasi anumite limite În conditii obisnuite nici nu exista un asemenea risc; exista însa pericolul de a folosi incomplet, subliminal, potentialul genetic al organismului b) Caractere multifactoriale anormale sunt reprezentate de anomaliile congenitale izolate (de ex , malformatiile congenitale de cord, spina bifida, despicaturile labio-maxilo-palatine etc) si de numeroase boli comune ale adultului (hipertensiunea arteriala esentiala, boala coronariana, diabetul zaharat, ulcerul gastric / duodenal, unele cancere, etc ) In producerea acestor boli factorii ereditari (reprezentati de obicei prin mai multe gene) si factorii de mediu interactioneaza permanent si complex Deaceea, aceste afectiuni au un determinism etiologic (cauzal) complex si se numesc boli multifactoriale (? 5% din populatie) Ele pot avea o distributie familiala dar nu se transmit mendelian (!) De cele mai multe ori, factorii genetici realizeaza o predispozitie genetica, o vulnerabilitate individuala la îmbolnavire Bineînteles, nu toti indivizii predispusi se îmbolnavesc deoarece este necesara si interventia factorilor de mediu care transforma predispozitia în boala (figura 1 4) Boala apare deci prin interactiunea obligatorie dintre ereditate si mediu (PG+M=B) Astfel, persoanele cu grupa sanguina O si nesecretori (deoarece nu elimina antigenele de grup sanguin prin secretii) fac mai frecvent ulcer duodenal, dar sunt mai rezistenti la infectiile virale Indivizii "negustatori" (care nu simt gustul amar al unor substante) se îmbolnavesc mai des de gusa nodulara decât cei "gustatori", daca consuma substante naturale antitiroidiene (care au gust amar) Indivizii cu Hp2-2 au un risc crescut de boala coronariana Riscul relativ al persoanelor care poseda antigenul HLA B27 de a face boli reumatismale cronice este de 120 ori mai mare decât cei care nu au acest antigen Identificarea factorilor care determina predispozitia genetica la îmbolnavire, precum si a persoanelor genetic predispuse, reprezinta modalitati importante pentru profilaxia bolilor comune ale adultului, prin descoperirea si evitarea factorilor de mediu care transforma predispozitia în boala Deoarece genele ce determina boala sau predispozitia la boala se transmit în familie, se poate spune ca "nu exista boli ci …familii de bolnavi" Acest fapt este deosebit de important în practica medicala întrucât extinde obligatoriu atributiile medicului de la bolnav la familia lui c) Bolile prin mutatii somatice sunt produse prin efectul cumulativ al unor mutatii somatice succesive, în gene diferite, unele determinate de factori de mediu, altele prin erori de replicare a ADN Ex marea majoritate a cancerelor, multe boli autoimune si procesul de îmbatrânire Aceste boli se produc dupa conceptie, sunt limitate la celulele somatice si deci NU se transmit la descendenti; într-un procent mic de cazuri o mutatie initiala (importanta dar nu suficienta pentru producerea bolii) se poate mosteni de la unul din parinti, producând o predispozitie genetica la boala (ex , mutatia genei BRCA1 în cancerul de sân familial) 2 3 CARACTERE FENOTIPICE DETERMINATE DE MEDIU a) Caractere "ecologice" Mediul extern este reprezentat de diferiti agenti fizici, chimici sau biologici care pot produce deseori îmbolnaviri: arsuri, traumatisme, boli de iradiere, intoxicatii, infectii Aceste boli sunt aparent negenetice Dar, foarte probabil exceptând accidentele, efectele agresiunilor exogene asupra organismului sunt influentate de structura genetica, specifica fiecarei persoane Genotipul individual determina o eficienta diferita a mecanismelor de aparare imuna sau de metabolizare a unor substante, deci un mod specific de raspuns la agresiuni, influentând aparitia, manifestarea si gravitatea îmbolnavirilor Datorita acestei influente genetice se considera ca aproape nu exista caractere "pur" ecologice Astfel, în infectii s-a constatat, din cele mai vechi timpuri, ca în diferite epidemii nu se îmbolnavesc toti cei care vin în contact cu microorganismele patogene si ca gravitatea bolii variaza de la un individ la altul Astazi se stie ca vulnerabilitatea sau rezistenta la infectii este determinata de constitutia genetica a fiecarei persoane si, în special, de structura proprie de antigene HLA, "sistemul de supraveghere, alarma si aparare imunologica a organismului" (vezi cap 8) Unele combinatii (de ex : A1 - B8 - DR3) produc un raspuns umoral puternic si cei care le poseda sunt mai bine protejati de actiunea microorganismelor patogene, dar pot face boli autoimune; alte combinatii (de ex : A3 - B7 - DR2) dau un raspuns mult mai slab Ce geniala previziune a avut Claude Bernard afirmînd, la sfârsitul secolului 19: "microbul nu-i nimic, terenul este totul" b) Ecogenetica si farmacogenetica Studiul variatiilor individuale determinate genetic la actiunea factorilor externi se realizeaza astazi de o ramura a geneticii umane numita ecogenetica De ex alergenii induc astm la perosanele susceptibile (atopie); laptele sau alcoolul nu sunt tolerate de persoanele cu deficiente în lactaza si, respectiv, alcooldehidrogenaza Ecogenetica include si farmacogenetica care studiaza diferentele genetice individuale în raspunsul organismelor la actiunea medicamentelor Aceasta problema va fi discutata pe larg în capitolul 8, aici vom aminti un singur exemplu: deficienta în glucoza-6-fosfat dehidrogenaza (G6PD) a globulului rosu (boala recesiva legata de X)(OMIM # 305900) Persoanele cu aceasta deficienta nu prezinta obisnuit nici o manifestare clinica; dupa expunerea la anumite medicamente (antimalarice, furazolidon etc), substante chimice (naftalen), consumul alimentar de bob (Vicia Fava) sau infectii; ele dezvolta o anemia hemolitica acuta Numeroase observatii au demonstrat ca "nu exista tratamente general valabile pentru o boala ci terapii adaptate la bolnavi", în functie de capacitatea lor de metabolizare a unui medicament RELATIA GENOTIP ? FENOTIP ? MEDIU Interactiunea dintre ereditate si mediu se poate exprima sintetic prin relatia: GENOTIP FENOTIP MEDIU Reamintim ca prin genotip se întelege structura genetica unica si caracteristica unui individ, care se stabileste în momentul fecundarii si ramâne stabila în cursul dezvoltarii Prin termenul de fenotip se defineste totalitatea caracterelor manifeste si specifice ale unui organism determinate de interactiunea genotipului cu mediul în care traieste acel organism Dependent de ereditate si mediu fenotipul este variabil, se poate schimba 3 1 RELATIA GENOTIP ? FENOTIP Relatia genotip ? fenotip este o relatie cauzala, dar nu este totala deoarece unele gene (recesive) nu se manifesta fenotipic, iar o parte din caracterele fenotipice sunt produse de mediu Caracterele fenotipice determinate de genotip sunt caractere pur erditare (ex : grupele sanguine, serice, enzimatice, tisulare) Relatia genotip ? fenotip este însa mult mai complexa Fara a intra în detalii (pe care le vom discuta ulterior) vom mentiona succint trei fenomene: heterogenitatea genetica, o gena-mai multe boli si norma de reactie Heterogenitatea genetica este fenomenul prin care genotipuri diferite se pot manifesta fenotipic identic De ex: mutatii în genele pentru factorii VIII si IX ai coagularii, gene situate în loci diferiti pe cromosomul X, se manifesta clinic asemanator, prin hemoragii importante la traumatisme minime (datorita perturbarii coagularii); aceste doua mutatii diferite produc hemofiliile A si B Conceptul de heterogenitate genetica are o deosebita importanta practica pentru realizarea unui diagnostic etiologic (cauzal) precis al unor boli diferite cu manifestare identica; pe aceasta baza se va putea face un tratament eficace (adecvat cauzei) si se va realiza o evaluare corecta a riscului de recurenta, prin sfatul genetic O gena, mai multe boli Mutatii diferite în aceiasi gena pot produce boli diferite De ex , mutatii variate în gena ?-globinei produc drepanocitoza, ?-talasemie, methemoglobinemie Un alt exemplu: mutatii diferite în gena RET produc o forma familiala de cancer medular a tiroidei (izolata sau asociata sindroamelor MEN2A si MEN2B; MEN - de la Multiple Endocrine Neoplasia) precum si megacolonul congenital (boala Hirschprung) Norma de reactie (potentialul genetic) se caracterizeaza prin faptul ca un genotip nu determina întotdeauna un anumit fenotip; datorita interactiunii cu alte gene si cu mediul, un acelasi genotip poate determina fenotipuri diferite sau, mai exact, variatii de manifestare ale aceluiasi caracter De aceea se considera ca genotipul determina un potential fenotipic sau o norma de reactie la mediu "Genotipul este 'partitura', iar fenotipul este 'simfonia' pe care noi o auzim, marcata de personalitatea sefului de orchestra, minunata sau fara stralucire, dupa calitatile executantilor" (A Jaquard) + MEDIU 1 FENOTIP 1 GENOTIP FENOTIP 2 + MEDIU 2 Potentialul genetic realizat diferit în functie de mediu explica "variatiile în expresia unor gene", de tipul penetranta, expresivitate etc (vezi cap 5) 3 2 RELATIA MEDIU ? FENOTIP Relatia mediu ? fenotip este o relatie cauzala, dar caracterele fenotipice produse de mediu (numite si "modificatii") sunt neereditare Ele sunt cel mai adesea caractere anormale sau boli produse de agenti fizici, chimici sau biologici: arsuri, traumatisme, intoxicatii, avitaminoze si mai ales infectii Dar, asa cum am mai precizat, exceptând accidentele, efectele agresiunilor mediului asupra organismului sunt influentate de structura sa genetica specifica Uneori caracterele fenotipice produse de mediu se manifesta identic sau foarte asemanator cu caracterele fenotipice produse de genotip De ex , microcefalia poate fi produsa de o infectie fetala sau de o mutatie genica Diferentierea cauzala în aceste cazuri, cunoscute sub numele de fenocopii, este foarte importanta în evaluarea riscului de recurenta la sarcinile urmatoare: în primul caz (microcefalia produsa de factorii de mediu) riscul de recurenta este practic nul daca se evita o noua agresiune; în al doilea caz, riscul este mare si depinde de tipul mutatiei 3 3 RELATIA MEDIU ? GENOTIP Mediul poate actiona direct asupra genotipului producând modificari ale materialului genetic sau mutatii Ele pot afecta structura genei sau a cromosomilor si pot avea consecinte variate: unele modificari genereaza fenotipuri mutante anormale, altele determina variantele polimorfice populationale pe care le prezinta un caracter 3 4 RELATIA GENOTIP?FENOTIP?MEDIU LA NIVEL MOLECULAR Relatia dintre genotip si fenotip îsi dezvaluie întreaga sa semnificatie atunci când este analizata la nivel molecular Termenul de genotip poate fi substituit prin însasi substratul material al genelor: molecula de ADN Caracterele fenotipice sunt determinate de proteine structurale (colagen, oseina, elastina, hemoglobina, s a) sau enzime În acest fel relatia genotip ? fenotip devine: ADN ? PROTEINE si se traduce prin ideea fundamentala ca ADN detine si exprima informatia necesara pentru sinteza proteinelor, ce constituie suportul biochimic al caracterelor ereditare ale organismului Relatia ADN ? PROTEINE se poate nuanta si completa daca tinem cont de urmatoarele elemente: expresia informatiei ereditare nu se face direct; ea este copiata prin procesul de transcriptie într-o molecula de ARNm, care trece în citoplasma , unde are loc sinteza proteinei (translatie); informatia genetica din molecula de ADN se poate transmite (conserva) în succesiunea generatiilor, prin replicare semiconservativa, formîndu-se molecule de ADN identice; fiecare element si etapa a relatiei poate fi influentata de mediu Pe baza acestor date, relatia ADN ? PROTEINE poate fi "reformulata" Obtinem astfel o noua relatie, denumita frecvent dogma centrala sau fundamentala a geneticii transcriptie translatie ADN m ARN PROTEINE ADN MEDIU 4 OMUL - SUBIECT DE STUDIU AL GENETICII UMANE a) Dezavantaje În comparatie cu alte organisme, fiinta umana pare, la prima vedere, un "material" de studiu genetic care prezinta suficiente inconveniente: diversitatea genetica a indivizilor, mare si necontrolata; dificultatea studiilor genealogice; numarul mic al subiectilor observati; dispersia geografica etc; în plus, nu se pot face experiente genetice pe om b) Avantaje În realitate omul a devenit rapid un subiect important pentru cercetarile genetice deoarece este fiinta cea mai bine studiata Sunt disponibile pentru cercetari populatii mari, în care se pot analiza numeroase si variate tipuri de mutatii, veritabile "experimente" ale naturii Prin folosirea unor metode adecvate, inclusiv a unor tehnici noi de culturi celulare si analiza moleculara, pot fi depasite dificultatile inerente ale studiilor familiale Se poate conchide fara rezerve ca omul reprezinta un subiect deosebit de interesant pentru studiile genetice C ISTORIA GENETICII UMANE Relatia dintre genetica si medicina trebuie analizata dintr-o perspectiva istorica, urmarind modul în care evolutia geneticii a interferat si influentat în timp evolutia medicinii, ajungând la stadiul actual de "medicina moleculara" Interactiunea dintre medicina si genetica a fost permanenta, bidirectionala si foarte productiva, mai ales în ultimele decenii Vom prezenta în mod succint si schematic principalele etape si evenimente din evolutia geneticii umane ETAPA PRESTIINTIFICA (? 1865) În aceasta etapa s-au realizat numeroase observatii corecte privind agregarea familiala si transmiterea ereditara a unor boli (hemofilie, polidactilie, albinism); numeroase interpretari erau însa eronate Se caracterizeaza prin lipsa cunostintelor privind procesele de baza (conceptie, reproducere etc), eludarea analizei si absenta unei teorii generale, convingatoare, care sa explice fenomenele ereditare 2 ETAPA FUNDAMENTARII GENETICII CA STIINTA SI INTRODUCERII SALE ÎN MEDICINA (1865? 1960) Fundamentarea geneticii ca stiinta a fost facuta de catre Gregor Mendel (1865), care introduce conceptul genei si formuleaza legile ereditatii La începutul secolului XX, prin contributia mai multor cercetatori dar mai ales a lui T H Morgan (primul premiu Nobel pentru genetica) se formuleaza teoria cromosomica a ereditatii Apar primele studii de genetica în medicina: F Galton (1890) analizeaza unele caractere umane complexe, "cantitative" (talia, inteligenta), introduce conceptul interactiunii dintre ereditate si mediu, initiaza studiul gemenilor si dermatoglifelor; A Garrod (1902) introduce mendelismul în medicina prin studiul primelor "erori înnascute de metabolism" (alcaptonuria, albinismul, cistinuria si pentozuria) precum si ideea “individualitatii biochimice”, prin care explica raspunsurile diferite la droguri si infectii ale unor persoane diferite În deceniile cinci si sase începe era geneticii moleculare, prin demonstrarea rolului genetic al ADN (Avery et al 1944) si descoperirea modelului structurii ADN (Watson si Crick, 1953) Aparitia geneticii medicale a fost determinata de doua descoperiri remarcabile: L Pauling (1949) demonstreaza ca o boala ereditara, anemia hemolitica cu hematii în secera (sicklemia sau drepanocitoza) este produsa de o hemoglobina anormala (Hb S), care se deosebeste de Hb A prin înlocuirea unui singur aminoacid; sicklemia devine prima boala moleculara identificata la om; J Lejeune (1959) descopera prima anomalie cromosomica la om, trisomia 21, în sindromul Down DEZVOLTAREA GENETICII MEDICALE (1960? 1970) În aceasta scurta perioada (“deceniul de aur”) se acumuleaza numeroase dovezi privind rolul important al factorilor genetici în producerea bolilor umane Concomitent cu reducerea marcata a frecventei bolilor infectioase si nutritionale, a devenit evident ca bolile genetice sau conditionate genetic reprezinta, cel putin în tarile dezvoltate, o cauza majora de morbiditate si mortalitate, o problema de sanatate publica S-au amplificat aplicatiile practice ale geneticii medicale, care capata o pondere tot mai importanta în practica medicala; dintre acestea mentionam: perfectionarea diagnosticului bolilor metabolice si a depistarii sistematice la nou nascuti a unor boli frecvente si tratabile (fenilcetonuria, hipotiroidia congenitala); ameliorarea tehnicilor de analiza cromosomica, prin metode noi de marcaj în benzi, care permit identificarea precisa a unor anomalii structurale minime; dezvoltarea sfatului genetic (evaluarea riscului de aparitie a unor boli genetice în familii); introducerea si amplificarea diagnosticului prenatal; optimizarea tratamentului simptomatic si patogenic în diferite boli genetice, care înceteaza sa mai fie "fara sperante terapeutice" 4 NOUA GENETICA UMANA SI MEDICINA MOLECULARA (1980 ? ) a) Revolutia metodologica a geneticii moleculare Pâna în anul 1970 genele erau entitati virtuale, inaccesibile analizei biochimice La începutul deceniului opt se descopera tehnici performante de analiza directa a ADN, a genei Ele au permis: identificarea si localizarea unor gene; izolarea si clonarea lor; descifrarea "mesajului" genelor (prin secventializarea ADN) si, eventual, expresia lor în diferite celule "gazda", în care se obtin proteinele codificate de gena Aceste tehnici de "manipulare genetica" sau "ADN recombinant" reprezinta o veritabila "inginerie genetica" Genetica iese din cadrul sau abstract si începe o noua era a genetiii moleculare Ea produce o veritabila revolutie în biologie, deoarece deschide calea întelegerii marilor enigme: originea vietii, evolutia, speciatia, diferentierea celulara si morfogeneza, senescenta, organizarea si functionarea sistemului nervos si imun, cancerul etc Initial noile metodologii ale geneticii moleculare au fost receptate de catre lumea stiintifica cu justificata teama, atribuindu-li-se pericolul unor consecinte nefaste si necontrolabile Rezervele s-au dovedit ulterior putin justificate si, treptat, "ingineria genetica", simplificându-si procedurile initiale si crescându-si gradul de accesibilitate, a "invadat" toate sectoarele biologiei si în special medicina Desi au trecut doar 15-20 ani de la introducerea noilor tehnologii de studiu direct al genei, aceste descoperiri, recompensate cu numeroase premii Nobel, au generat consecinte majore pentru genetica umana dar mai ales pentru teoria si practica medicala (tabelul 1 1) b) Noua genetica umana si medicina moleculara Cu ajutorul tehnicilor de analiza moleculara a început descifrarea si cartografierea genomului uman Pâna în prezent au fost identificate si localizate pe cromosomii umani peste 10000 de gene normale si mutante S-au studiat efectele unor gene "importante" în fiziologia si patologia umana: genele pentru imunoglobuline, interferoni, factori de crestere, receptori hormonali, lipoproteine, colagen, oncogene, etc În anul 1980 s-a initiat "Proiectul genom uman", unul din cele mai ample si ambitioase programe de cercetare medicala; în februarie 2001 s-a finalizat schita secventei întregului genom uman si se estimeaza ca pâna în anul 2005 toate cele circa 30 000-40 000 de gene fi identificate si analizate Anatomia si fiziologia, normala si patologica a genomului uman determina o abordare moleculara a tuturor problemelor de genetica medicala; deoarece ea este atât de diferita de abordarile anterioare a fost numita "noua genetica umana" Restructurându-si elementele sale fundamentale, prin introducerea anatomiei si fiziologiei genomice, medicina anilor '90 devine o medicina moleculara Eforturile si realizarile cele mai mari s-au facut în domeniul elucidarii mecanismelor moleculare de producere a bolilor Afectiunile genetice au fost, fireste, primul beneficiar al aplicarii noilor tehnici de analiza moleculara În ultimii ani se constata însa o extensie a câmpului de actiune al analizei patogeniei moleculare la bolile comune: cancerul, boala coronariana, diabetul zaharat, hipertensiunea arteriala, etc încercându-se descoperirea genelor implicate în predispozitia la boala Pe baza cunoasterii mecanismelor moleculare s-au introdus noi metode de diagnostic si tratament, care se adreseaza moleculelor implicate în procesele patologice În acest context, rolul geneticii medicale devine din ce în ce mai important Tabelul 1 1 Lista laureatilor Premiilor Nobel pentru descoperiri în domeniul geneticii ANUL LAUREATI DESCOPERIRE 1933 Thomas Hunt Morgan 1946 H J Muller 1958 G W Beadle, E L Tatum, J Lederberg 1959 S Ochoa, A Kornberg 1962 Francis Crick, James Watson, Maurice Wilkins Structura moleculara a ADN 1965 Francois Jacob, Jacques Monod, Andre Kwoff Reglarea genetica 1968 Robert Holley, Gobind Khorana, Marshall Nirenberg Descifrarea codului genetic 1975 Renato Dulbecco, Howard Temin, David Baltimore Interactiunea dintre virusurile tumorale si ADN nuclear 1978 William Arber, Daniel Nathans, Hamilton Smith Endonucleazele de restrictie 1980 Baruj Bernacerraf, George Snell, Jean Dausset Controlul genetic al raspunsului imun 1980 (chimie) F Sanger, Paul Berg, W Gilbert 1983 Barbara McClintock Genele mobile (transposonii) 1985 Michael Brown, Joseph Goldstein Receptorii celulari în hipercolesterolemia familiala 1987 Tonegawa Susumu Aspectele genetice ale anticorpilor 1989 Michael Bishop, Harold Varmus Studiul oncogenelor 1993 Richard Roberts, Philip Sharp Structura discontinua a genelor 1993 Chimie K B Mullis, M Smith 1995 Edward Lewis, Christiane Nusslein-Volhard, Eric Wieschaus Genele homeotice si alte gene implicate în dezvoltare D IMPORTANTA GENETICII ÎN MEDICINA MODERNA 1 BOLILE GENETICE Bolile genetice erau considerate raritati cu care practicianul se întâlnea întâmplator în cursul activitatii sale Pe masura ce tehnologiile de studiu si cunostintele de genetica au progresat iar frecventa bolilor negenetice (cauzate de malnutritie, infectii, s a ) a diminuat spectaculos, a devenit evident impactul masiv al patologiei genetice în practica medicinii moderne Bolile genetice sunt numeroase; se cunosc peste 10 000 de boli determinate sau conditionate genetic; ele au o mare diversitate, se manifesta la orice vârsta, orice sistem de organe si deaceea se regasesc în aproape toate specialitatile medicale Bolile gentice sunt frecvente; ele afecteaza cel putin 5-8% din nou-nascuti (1 din 20) si probabil 30– 40 % de indivizi în tot cursul vietii (tabelul 1 2) Tabelul 1 2 Incidenta bolilor genetice (modificat dupa Connor & Ferguson-Smith, 1997 si Jorde et al 2000) Tipuri majore de boli genetice Numar de subtipuri Incidenta la 1000 nou-nascuti vii Boli cromosomice (ex : sindrom Down) > 600 6 - 9 Boli monogenice (mendeliene) Autosomal dominante (ex : boala polichistica renala a adultului = ADPKD; Autosomal recesive (ex , fibroza chistica) Legate de X (ex : hemofilia; daltonismul) 8544* 527* 24 20 2 2 Boli mitocondriale 60 Rare Boli multifactoriale (debut înainte de 25 ani) Malformatii congenitale majore (ex , spina bifida, DSV, despicaturile labio-maxilo- palatine) Boli comune ale adultului (ex : hipertensiunea arteriala, diabetul zaharat, boala ulceroasa, schizofrenia) >50 >50 20 - 50 Total (înainte de 25 ani) 50 - 83 Boli genetice ale celulelor somatice# >100 250 Total 300 - 383 * Dupa OMIM (1998) # Acest tip de boli apar dupa nastere, la circa 25% adulti Bolile genetice au o contributie majora la mortalitatea infantila si morbiditate Acum mai putin de un secol bolile produse de cauze negenetice (malnutritie, infectii, conditii insalubre etc) produceau majoritatea deceselor la copil; în sec XX sanatatea publica s-a îmbunatatit si ca rezultat mortalitatea infantila s-a redus iar bolile genetice au devenit o cauza majora a deceselor la copil De exemplu în Marea Britanie decesele prin boli genetice erau 16,5% în 1914 si 50% în 1976 30-50 % din internarile în spitalele de copii sunt determinate de afectiuni genetice sau anomalii congenitale; circa 10 % din internarile în spitalele de adulti sunt produse de boli genetice sau conditionate genetic Circa 50% din avorturile spontane din trim I sunt produse de anomalii cromosomice Aproximativ 2-3% din nou-nascuti au o anomalie congenitala majora, deseori produsa de factori genetici; alti 2% nou-nascuti au o anomalie cromosomica sau o boala monogenica Bolile genetice sunt boli cronice care realizeaza frecvent un handicap fizic, senzorial, motor sau mintal Bolile genetice produc peste 50% din cazurile severe de retard mintal, de surditate sau cecitate la copil Ingrijirea pacientilor cu boli genetice implica cheltuieli importante Se poate conchide, fara rezerve, ca bolile genetice reprezinta o problema majora de sanatate publica, ce impune actiuni concrete si eficace de diagnostic si un Program national de profilaxie a bolilor genetice, bazat pe sfat genetic, screening si diagnostic prenatal, screening neonatal (pentru boli frecvente si tratabile), registre regionale sau nationale si diagnosticul presimptomatic în familiile cu risc genetic crescut 2 GENETICA MEDICALA Genetica medicala - ca parte a geneticii umane – a devenit o specialitate clinica distincta care se ocupa de diagnosticul si îngrijirea pacientilor cu boli genetice precum si de familiile lor prin: sfat genetic, diagnostic prenatal, screening neonatal sau diagnostic presimptomatic Ponderea acestor servicii de genetica în asistenta medicala a populatiei este importanta si nu poate fi ignorata În fiecare an se nasc în România circa 7200 copii cu anomalii congenitale iar 12 000 vor fi afectati de diferite boli genetice înainte de 25 de ani Deci circa 20 000 de copii si familiile lor (în care si alte persoane au un risc genetic) au nevoie anual de diagnostic, explorari si sfat genetic; aceasta impune cu necesitate crearea unei retele nationale de Centre de Genetica Medicala regionale si Cabinete judetene OI POS DRU Investeste în oameni! FONDUL SOCIAL EUROPEAN Axa prioritara 1 „Educatia si formarea profesionala în sprijinul cresterii economice si dezvoltarii societatii bazate pe cunoastere” Domeniul major de interventie 1 3 „Dezvoltarea resurselor umane din educatie si formare” Titlul proiectului: „Formarea continua a profesorilor de Limba Româna în societatea cunoasterii” Cod Contract: POSDRU/87/1 3/S/63576 Beneficiar: INSPECTORATUL SCOLAR JUDETEAN BOTOSANI PREDAREA INOVATIVA A LIMBII ROMÂNE ÎN SOCIETATEA CUNOASTERII SUPORT CURS CUPRINS I Curriculum:proiect, proces, produs Proiectarea globala 4 1 Delimitari conceptuale … 4 2 Proiectarea globala ……………………………………………………………6 2 1 Curriculum-ul national – structura……………………………………………8 3 Produsele curriculare………………………………………………………… 10 4 Proiectarea activitatii didactice……………………………………………… 14 II Proiectarea, organizarea si evaluarea activitatilor didactice 15 1 Delimitari conceptuale: proiectare, organizare si evaluare a activitatilor didactice 15 2 Proiectarea si evaluarea continuturilor instructiv-educative 22 III Aplicarea strategiilor de comunicare didactica, pedagogica si educationala 33 1 Delimitari conceptuale – comunicarea educationala, comunicarea didactica, feedbackul 27 2 Factori favorizanti ai comunicarii didactice 30 3 Procesul instructiv – educativ ca act de comunicare 31 IV Aplicarea metodelor moderne în activitatea de predare – învatare – evaluare 33 1 Tehnici si procedee de învatare 33 2 Clasificarea metodelor de instruire 34 3 Metodele didactice interactive 35 4 Clasificarea metodelor de evaluare 36 4 1 Descrierea metodelor de evaluare utilizate la disciplina limba si literatura româna 37 4 2 Descriereaunor metode alternative de evaluare 38 V Utilizarea de tehnici de stimulare a creativitatii si a motivatiei în învatare 39 1 Creativitatea 40 2 Tipuri/Niveluri ale creativitatii 41 3 Rolul si factorii creativitatii 41 4 Fazele procesului de creatie 43 5 Blocajele creativitatii 43 6 Dezvoltarea creativitatii elevilor; traditional/vs/modern 45 7 Metode pentru stimularea creativitatii 48 8 Motivatia în activitatea de învatare 51 VI Aplicarea în activitatea didactica a modalitatilor de lucru în echipa 55 VI 1 Forme de organizare a activitatii didactice 55 VI 2 Conceptul de grup si de echipa: asemanari si deosebiri 58 VI 3 Metode didactice bazate pe lucrul în echipa 59 VII Utilizarea metodelor didactice interactive în scopul transferului de cunostinte dintr-un domeniu în altul 71 VIII Utilizarea softurilor educationale în proiectarea activitatii didactice 78 1 Utilizarea calculatorului în activitatea didactica 78 2 Elaborarea unor instrumente de lucru si de evaluare (fise de lucru, teste, proiecte, planuri de lectie) folosind un soft educational 82 IX Valorificarea oportunitatilor de dezvoltare profesionala în societatea bazata pe cunoastere 90 1 Viziune si concepte de baza …………………………………………………… 90 2 Managementul carierei 92 3 Formarea continua a cadrelor didactice 95 X BIBLIOGRAFIE ……………………………………………………………108 XI Legislatie în vigoare ………………………………………………………112 I Curriculum: proiect, proces, produs Proiectarea globala Obiectivele temei urmaresc: cunoasterea conceptelor din domeniul curriculumului; utilizarea si aplicarea documentelor curriculare nationale (plan de învatamânt, programa scolara); proiectarea curriculara la diferite niveluri (planificare anuala, semestriala, planul unitatii de învatare, plan de lectie); identificarea unor modalitati de transpunere a proiectului curricular în practica, desfasurarea lectiei, utilizarea resurselor si a materialelor didactice moderne) I 1 Delimitari conceptuale Curriculum - definitie si clasificare Termenul curriculum provine din limba latina (traseu, cursa, alergare în cerc), dar s-a îndepartat de sensul originar si are mai multe semnificatii; în sens larg, cuprinde definitia obiectivelor învatamântului, continuturile, metodele (inclusiv evaluarea), mijloacele (inclusiv manualele scolare) si dispozitivelor privitoare la formarea adecvata a educatorilor În sens restrâns, termenul curriculum se refera la organizarea si structurarea continutului procesului de învatamânt pentru un model concret (ciclu scolar, clasa, obiect de învatamânt, capitol, tema, lectie etc ), aspecte consemnate în programele scolare Societatea umana este într-o transformare continua si acest progres se reflecta în continutul obiectelor de învatamânt; astfel, unele cunostinte reprezinta fundamentul pentru cunostinte ulterioare si nu se revine asupra lor, iar altele se reiau, concentric, într-o forma mai dezvoltata, într-un ciclu de învatamânt superior J Dewey întelege prin curriculum: (a) disciplinele si subiectele studiate în scoala; si (b) experienta de învatare a copilului, organizata de scoala A I Olivier, 1965: „ Curriculum înseamna: toate experientele copilului si referintele la când si cum vor avea loc experientele; toate experientele celui care învata ghidat de scoala; experienta de învatare pe care scoala le ofera; aranjarea sistematica a unui numar de ore, zile, saptamâni, în functie de obiective si asteptari;” Glathorn: „Curriculum înseamna planurile concepute pentru a ghida învatarea în scoli, în general, obiectivate în documente elaborate la diferite nivele de generalitate, precum si aplicarea acestor planuri în clasa; sunt experiente de învatare care se desfasoara într-un mediu de învatare (dupa Carmen Cretu, 2000, p 28)” Taner & Taner: Experientele de învatare planificate si ghidate, precum si rezultatele asteptate în urma procesului de învatare, toate formulate printr-o sistematica reconstructie a cunostintelor si a experientei de învatare, facuta sub auspiciile scolii, în vederea dezvoltarii permanente a competentelor personale si sociale ale educatilor” (dupa Carmen Cretu, 2000, p 27-28) Shorter Oxford Dictionnary: „Curriculum este cursul organizat al studiului în scoala sau universitate, caracterizat prin: forma, structura si aranjare a materiilor pe baza de principii si reguli; armonia partilor si elementelor care îl compun; uniformitatea procedurilor si activitatilor; conformarea la anumite reguli si standarde acceptate si adoptate; (dupa Ion Negret-Dobridor, 2001, p 15) G Vaideanu: „ansamblul coerent de continuturi, metode de învatare si metode de evaluare a performantelor scolare, organizat în vederea atingerii unor obiective determinate ” Structura si componentele curriculum-ului: finalitatile educationale, continuturile, strategiile, metodele Termenul de curriculum înseamna continuturile învatamântului, în sens restrâns, sau, în sens larg, un program coerent de actiuni educationale, cu tot ce implica acestea De asemenea, „utilizarea termenului în teoria si practica pedagogica se justifica si se impune în contextul abordarii proceselor educationale, acordându-se atentie sporita componentelor procesului de învatamânt si relatiilor dintre acestea, abordate în mod traditional de didactica ” În România, elaborarea programelor scolare de gimnaziu si de liceu a fost, în perioada 2000-2007, în responsabilitatea unei institutii specializate: Consiliul National pentru Curriculum, institutie subordonata Ministerului Educatiei, care a continuat activitatea de proiectare curriculara a Componentei Curriculum din cadrul Proiectului de Reforma a Învatamântului Preuniversitar Responsabilitatile în domeniul curriculumului national au revenit Centrului National pentru Curriculum si Evaluare în Învatamântul Preuniversitar (CNCEIP), iar din noiembrie 2009, Institutului de Stiinte ale Educatiei Elaborarea unui curriculum este un proces complex, care implica participarea unor grupuri de lucru profesioniste, este un domeniu tehnic presupunând o abordare specializata I 2 Proiectarea globala I 2 1 Curriculum-ul National - structura Structura Curriculumului National românesc are în vedere descentralizarea si adaptarea la aptitudinile si obiectivele elevilor, parintilor si comunitatii locale Tipuri de curriculum Dupa Mihaela Secrieru, exista o paradigma curriculara alcatuita din mai multe curricula interrelationate Dupa criteriul educational si cross-educational, conjugat cu cel temporal, exista curriculum: General sau fundamental, destinat întregului sau unui stadiu al scolaritatii Specializat, care este proiectat pe discipline si arii de discipline înrudite Subliminal, care ia în considerare mediul instructional care promoveaza valori, atitudini, personalitati paralele educatiei formale Informal, oferit de organizatii din educatie, din societatea civila, institutii de cultura Dupa traseul curriculum-ului, de la proiectare la realizare: Recomandat, oficial, general, national (oficial, de stat – cadru de referinta); Scris, oficial, concret, destinat unei institutii; Suport, al resurselor; Testat - un curriculum al evaluarii curriculare; Învatat efectiv de elevii care au parcurs scolaritatea Proiectarea curriculara „Conditiile obligatorii ale proiectarii curriculare sunt: diagnoza realitatii actuale si prognoza realitatii virtuale” Dupa Mihaela Secrieru, un proiect curricular are urmatoarele produse obligatorii si succesive: Finalitatile educative Experientele de învatare Continuturile pregatirii Formele de desfasurare Metodologia pregatirii Modalitatile de evaluare Succesiunea activitatilor în timp Normele de desfasurare Standardele de performanta Curriculum National pentru învatamântul obligatoriu Cadrul de referinta – este un document important care descrie modul de aplicare al curriculum-ului national în ansamblu, continând principalele repere teoretico-metodologice; planurile-cadru de învatamânt pentru clasele I-XII/XIII (ariile curriculare, obiectele de studiu si resurse de timp alocate); programele scolare; manualele alternative; ghiduri, norme metodologice si materiale suport, care delimiteaza termenii de aplicare si de evaluare ale procesului curricular Curriculum nucleu (core curriculum) este trunchiul comun Contine discipline obligatorii, cu un numar minim de ore saptamânal la o disciplina, este bine reprezentat în învatamântul obligatoriu, primar si gimnazial; în liceu ponderea difera dupa profilul liceului si specializare Evaluarea la teste, examene, concursuri nationale se realizeaza doar pe baza cunostintelor din trunchiul comun Curriculum la decizia scolii cuprinde continuturi si obiective care nu sunt obligatorii si se clasifica în curriculum nucleu aprofundat, curriculum extins, curriculum elaborat în scoala Numarul de ore destinat curriculumului la decizia scolii este stabilit în planul de învatamânt, pentru fiecare an de studiu Curriculum nucleu aprofundat vizeaza continuturile obligatorii prin diversificarea activitatilor de învatare, alocarea numarului maxim de ore din plaja orara a unei discipline pentru recuperarea ramânerilor în urma sau pentru aprofundare Curriculum extins înseamna parcurgerea totala a programei, a continuturilor obligatorii, si a celor neobligatorii, pâna la acoperirea numarului maxim de ore din plaja orara a unei discipline Li se adreseaza elevilor care manifesta interes sau aptitudini pentru o disciplina sau o arie curriculara Curriculum elaborat în scoala are în vedere organizarea de cursuri optionale pe care le propune scoala Exista urmatoarele tipuri de curs optional: a) Optionalul la nivelul disciplinei; b) Optionalul la nivelul ariei curriculare; c) Optionalul la nivelul mai multor arii curriculare Programele cursurilor optionale sunt diferite de cele ale disciplinelor obligatorii si trebuie avizate de catre inspectorii scolari de specialitate din inspectoratele scolare judetene Consiliile profesorale ale scolilor stabilesc o oferta educationala pe care le-o prezinta elevilor si parintilor, dupa ce, în prealabil, au fost studiate cererea elevilor, resursele scolii si necesitatile comunitatii locale I 3 Produsele curriculare Planul-cadru este un document elaborat de MECTS, care contine structura anului scolar, repartizarea obiectelor de învatamânt pe clase, numarul de ore care revine saptamânal fiecarui obiect; planurile cadru sunt distribuite pe arii curriculare (Limba si comunicare; Matematica si Stiinte ale naturii; Om si societate; Arte; Educatie fizica si sport; Tehnologii; Consiliere si orientare) Planurile cadru pentru învatamântul primar, gimnazial si liceal se bazeaza pe anumite „principii de generare ”: Principiul selectiei si al ierarhizarii culturale a determinat gruparea obiectivelor de învatamânt pe sapte arii curriculare si s-a concentrat pe asigurarea racordarii la social, a flexibilitatii, a parcursului individual Principiul functionalitatii a asigurat armonizarea disciplinelor de studiu cu vârsta elevilor, rezultând cinci cicluri curriculare Principiul coerentei asigura echilibrul între componentele planului-cadru Principiul egalitatii sanselor asigura o educatie unitara (trunchi comun, învatamânt obligatoriu) Principiul descentralizarii, al flexibilitatii curriculum-ului; existenta CDS face posibila diferentierea si orientarea scolara bazata pe optiunile elevilor Principul racordarii la social: educatia tine cont de necesitatile societatii, de ocuparea fortei de munca Principiul descongestionarii: reducerea cantitatii continuturilor, precum si a numarului de ore Principiile didactice sunt urmatoarele : Principiul participarii constiente si active a elevilor în activitatea de predare- învatare Principiul caracterului intuitiv al învatamântului Principiul legarii teoriei de practica Principiul învatamântului sistematic si continuu Principiul însusirii temeinice a continuturilor, principiilor si deprinderilor Principiul accesibilitatii si individualizarii învatarii Principiul asigurarii conexiunii inverse în procesul de învatamânt Programa face parte din Curriculum National si este centrata pe elev Este un document scolar care prezinta oferta educationala Programele scolare cuprind competente generale si specifice, continuturi si exemple de activitati de învatare, sugestii metodologice si standarde curriculare de performanta pentru evaluarea obiectiva a elevilor Aceasta ofera informatii privind continuturile obligatorii si cele facultative Dupa M Secrieru, programele scolare sunt structurate în functie de specificul vârstei elevului; astfel, se disting functiile esentiale ale ciclului primar: functia instrumentala (alfabetizarea, deprinderea scris-citit); functia informativa; functia formativa Structura programelor scolare: prezentarea finalitatilor studierii disciplinei; competente generale/specifice; valori si atitudini; continuturi ale învatarii; exemple de activitati de învatare; standardele curriculare de performanta a elevilor Competentele generale se caracterizeaza printr-un nivel înalt de generalitate si complexitate, vizând formarea unor capacitati si atitudini generate de specificul disciplinelor dintr-o arie curriculara de-a lungul mai multor ani de studiu La limba si literatura româna, se urmareste formarea de competente generale si dezvoltarea de valori si atitudini: Competente generale Valori si atitudini Utilizarea corecta si adecvata a limbii române în producerea si receptarea mesajelor în diferite situatii de comunicare Cultivarea placerii de a citi, a gustului estetic în domeniul literaturii Folosirea instrumentelor de analiza stilistica si structurala a diferitelor texte literare si nonliterare Stimularea gândirii autonome, reflexive si critice prin lectura textelor Argumentarea în scris sau oral a propriilor opinii asupra unui text literar sau nonliterar Cultivarea sensibilitatii prin receptarea operei literare Formarea unor reprezentari culturale privind evolutia si valorile literaturii române Competentele generale au în vedere progresul, formarea de aptitudini specifice unei discipline de învatamânt, pe parcursul unui an de studiu „Competentele reprezinta ansambluri structurate de cunostinte si deprinderi dobândite prin învatare, cu ajutorul carora se pot identifica si rezolva, în contexte diverse, probleme caracteristice unui anumit domeniu ” Evaluarea are în vedere atât elevul, cât si cadrul didactic, cei doi actori fiind apreciati prin prisma performantei atinse în parcurgerea activitatii didactice Rezultatele sunt masurabile periodic si la final de ciclu prin teste standardizate, precum: Evaluarea Nationala, Bacalaureatul Evaluarea se proiecteaza în strânsa relatie cu competentele programei, nu în relatie cu acele continuturi ale manualului, cum gresit se considera ca urmare a experientei anilor anteriori reformei curriculare Este un concept care trebuie studiat si aplicat în functie de instrumentele pe care le ofera programa scolara a disciplinei Manualele alternative sunt elaborate în concordanta cu obiectivele reformei în educatie si constituie un mijloc de a pune în valoare potentialul cadrelor didactice si al elevilor Manualul este un instrument de lucru care trebuie actualizat, revizuit periodic El este conceput în conformitate cu programa scolara si ajuta la realizarea standardelor de performanta Poate fi utilizat si independent de implicarea cadrului didactic, stimulând creativitatea elevului Sarcinile de învatare trebuie sa fie structurate clar, sa permita lucrul suplimentar, de aprofundare, sa indice surse de informare pentru extindere, sa existe exemple de probe de evaluare si autoevaluare Evaluarea manualelor Dupa M Secrieru (p 83-84), profesorul de limba si literatura româna are de respectat urmatoarele criterii în alegerea manualului: Constructia/ structura materialului; Formatul; Conformitatea cu planul de învatamânt; Oamenii si personajele cartii; Viata de zi cu zi; Geografia tarii si viata pe teritoriul ei; Societatea; Cultura; Limba; Pronuntie si intonatie; Casetele; Gramatica; Exercitiile; Perspectiva elevului Asadar, un manual de limba si literatura româna trebuie sa fie conceput în concordanta cu prevederile programei, sa nu aiba greseli de continut, sa fie consecvent, sa corespunda unui limbaj accesibil si actual, conform vârstei elevilor, sa fie un model de limba literara, continutul sa aiba caracter educativ, sa aiba un aspect agreabil, placut colorat, sa fie original si diversificat, sa stimuleze creativitatea elevilor, sa fie tiparit pe hârtie de calitate si sa nu existe fragmente ilizibile din cauza unei tiparituri de proasta calitate sau cu greseli de tehnoredactare Mai exista si unele deficiente la nivelul scolii, când manuale depasite moral sau uzate fizic nu sunt scoase din uz; în acest caz trebuie sa intervina profesorul clasei pentru a semnala problema si managerul scolii pentru a identifica modalitati de rezolvare a acestor neajunsuri Lipsa unui manual de calitate nu poate fi suplinita nici prin elaborarea de fise de lucru, de evaluare, nici prin utilizarea unor auxiliare didactice Adesea sunt discutii aprinse între specialisti daca manualul sa fie considerat un simplu instrument de lucru de care ne putem lipsi sau un reper esential în pregatirea elevilor Cu certitudine exista argumente pro si contra într-o asemenea dezbatere, însa ideal ar fi ca, pe lânga resursele oferite de manual, sa existe resurse alternative Alegerea manualului alternativ transforma profesorul într-un actor important si responsabil, care trebuie sa ia în calcul atât avantajele, cât si dezavantajele functionarii acestei piete a manualelor alternative Auxiliarele didactice Profesorul de limba si literatura româna are la îndemâna o varietate de posibilitati si resurse în privinta materialelor auxiliare; de la clasicele planse didactice si diapozitive, culegeri de exercitii si teste pâna la modernele prezentari Power-Point, grile interactive si platforme de învatare on-line Profesorul trebuie sa tina pasul cu transformarile tehnice, pentru ca este de neconceput rezistenta la schimbare Astfel, se impune folosirea frecventa a resurselor Internet, iar culegerile trebuie înlocuite cu acele caiete de lucru atractive care stimuleaza creativitatea si care sunt agreabile prin aspect si continut I 4 Proiectarea activitatii didactice Proiectarea activitatii didactice este conditia de baza pentru reusita actului de predare-învatare-evaluare, fiind necesara o previziune pe termen scurt, mediu si lung a organizarii continuturilor, improvizatia negasindu-si loc într-o planificare realizata cu profesionalism Este necesar sa se realizeze o corelatie optima între toate componentele sistemului de învatamânt si sa se anticipeze efectul actiunii educative asupra dezvoltarii psiho-comportamentale a elevilor Dupa M Secrieru, scopul îi indica profesorului pentru ce trebuie sa învete elevul si directia tuturor actiunilor întreprinse în procesul de învatare Modelul didacticist al proiectarii pedagogice Din perspectiva profesorului, acesta este centrat pe continuturi si pe predarea de tip expozitiv; primeaza continuturile, iar obiectivele, metodologia si evaluarea trec în plan secund; continuturile nu au finalitate practica, se concentreaza pe memoria de tip reproductiv Elevii lucreaza si raspund individual, profesorul este în centrul activitatii, în pozitie suverana, manualele sunt unice, nu alternative, libertatea de decizie a elevilor în privinta pregatirii lor este limitata Modelul curricular al proiectarii pedagogice Este un element de noutate pe care îl aduce Reforma în educatie si are în centru obiectivele si predarea de tip interactiv; continuturile au finalitate în plan social, se lucreaza în perechi sau în echipe, profesorul este moderator, memoria solicitata este de tip creativ, manualele sunt alternative, iar elevii pot decide în privinta propriului traseu de formare Proiectarea secventiala are ca rezultate: planificarea anuala si semestriala; planificarea unitatilor de învatare; proiectarea activitatii didactice; Planificarea anuala (calendaristica) Planificarea anuala este un document care asociaza elemente ale programei (competente si continuturi) cu resurse de timp cuprinse de un an scolar Etapele premergatoare realizarii unei planificari calendaristice sunt: armonizarea continuturi/competente generale/competente specifice; împartirea continuturilor în unitati de învatare; alocarea timpului optim Este dificila împartirea continuturilor din punct de vedere temporal în ani de studiu si semestre; totusi, specialistii propun modele orientative de planificare anuala pentru o mai eficienta organizare a materiei de parcurs Profesorii de limba si literatura româna propun, în diverse lucrari de didactica a limbii si literaturii române, variante de proiectare pedagogica; acestea se modifica si se îmbunatatesc de la an la an, în functie de strategiile curriculare în vigoare; iata doua dintre ele: Model 1: An de studiu: Disciplina: Clasa: Profesor: Competente generale: Bibliografia: Competentele specifice disciplinei Continutul disciplinei Repartizarea în timp Tipuri de activitate Model 2: An scolar: Disciplina: Clasa: Profesor: Manual alternativ: Competente generale: Bibliografia: Clasa / nr de ore anual Cl a V-a Cl a VI-a Cl a VII-a Cl a VIII-a Ore pe semestru /an scolar Limba si comunicare Literatura si notiuni de teorie literara Recapitulare si evaluare Ore pe semestru/an scolar Planificarea anuala trebuie sa epuizeze integral programa disciplinei la nivelul competentelor specifice si la nivelul continuturilor Cadrul didactic stabileste numarul de ore alocate fiecarei unitati de învatare Continuturile sunt selectate din programa Sub titlul de referinta, se noteaza si semestrul si anul scolar Planificarea trebuie semnata de catre profesorul care a conceput-o, avizata de responsabilul de catedra si de catre conducerea scolii Proiectarea pe unitati de învatare Unitatea de învatare este o structura didactica deschisa care este unitara din punctul de vedere al temei, se desfasoara continuu si se finalizeaza cu evaluare Tema unei unitati de învatare se stabileste pe baza analizei programei; materia unui an scolar este împartita în unitati de învatare Profesorul poate interveni în regruparea continuturilor, adaptând, adaugând/reducând, utilizând diverse materiale-suport La activitatile de învatare se trec activitatile cuprinse în programa si altele pe care profesorul le considera potrivite scopului si obiectivelor lectiei; la resurse, apar timpul, locul, materialele didactice, si managementul clasei Evaluarea va contine tipurile de evaluare aplicate pornind de la competente generale, nu de la continuturi Parcurgerea lineara a manualului nu este obligatorie O unitate de învatare se identifica dupa tema, ceea ce denota o abordare curriculara, în spiritul gândirii critice, care îl încurajeaza pe profesor sa fie critic si reflexiv în legatura cu propria activitate Pasii de urmat premergatori delimitarii materiei pe unitati de învatare sunt urmatorii: identificarea competentelor; selectarea continutului; analiza resurselor; determinarea activitatilor de învatare; stabilirea instrumentelor de evaluare Aceste repere nu sunt fixe, pot fi îmbunatatite, modificate în functie de experienta profesionala a fiecarui profesor Proiectarea lectiei Proiectarea unei activitati didactice este cea mai dificila componenta a proiectarii didactice Este un demers necesar si pentru profesorii debutanti, si pentru profesorii cu experienta De-a lungul anilor, termenii s-au tot actualizat: plan de lectie, proiect de lectie, proiect didactic, scenariu didactic (ultimul este, de fapt, derularea efectiva a activitatilor, dar s-a confundat, la un moment dat, cu notiunea de proiect didactic) În scopul unei proiectari optime, profesorul se afla în situatia de a raspunde urmatoarelor întrebari: Ce voi face? Cum voi face? Cu ce voi face? În ce scop voi face? Cât s-a realizat din ce mi-am propus? Cum voi sti daca am realizat competentele? si de a parcurge urmatoarele etape: Determinarea competentelor generale; Analiza resurselor; Stabilirea nivelului clasei si a asteptarilor; Proiectarea unitatii de învatare; Distribuirea rolurilor factorilor implicati; Precizarea modalitatilor de evaluare; Alegerea bibliografiei Daca se opteaza pentru proiectarea pe cadrul ERR (conform principiilor didactice specifice gândirii critice), atunci proiectarea se simplifica si este una moderna, verigile traditionale substituindu-se celor trei initiale: E-evocare, R-realizarea sensului, R-reflectie (dupa care ar putea urma un nou E, extensie) Dupa M Secrieru (p 171), „profesionistul poate avea ca baza a proiectarii lectiei urmatorul demers, în ordine, de la stânga la dreapta: Finalitatea lectiei – Obiective de referinta – Metode, modul de aplicare a lor – Proiectare – Resurse materiale – Evaluarea – Bibliografia necesara lectiei ” Model orientativ de proiectare a unei lectii (pe cadru ERR) Proiect de lectie Obiectul: Clasa: Tema: Data: Scoala: Profesorul: Manualul: Competente generale: Competente specifice: Continutul: Bibliografie de specialitate: Bibliografie metodica: Scenariul didactic: pregatirea clasei pentru lectie: spargerea ghetii, exercitii de energizare, idei-ancora; sarcinile elevilor - corelate cu competentele specifice; metode activ-participative, învatarea centrata pe elev; aranjarea clasei, împartirea pe grupe, asigurarea conditiilor pentru elevii cu CES si pentru elevii capabili de performanta; conducerea activitatilor; feedbackul; asigurarea retentiei si a transferului, tema pentru acasa, sarcini diferentiate în functie de nivelul si de motivatia elevilor Se recomanda conceperea proiectului didactic pe cadru ERR/E, conform principiilor de gândire critica, dupa cum urmeaza: Evocarea – actualizarea cunostintelor; sugestii – Brainstorming, Stiu / Vreau sa stiu / Am învatat – sub forma de tabel, la tabla; aproximativ 15 minute Realizarea sensului – parcurgerea propriu-zisa a continutului; 30 de minute Reflectia – consolidare, feedback, evaluare; 12 minute Extensia – tema care fixeaza cunostintele si anticipeaza continuturile urmatoare; 3 minute (reperele de timp sunt orientative, ele pot sa se modifice în functie de tipul lectiei si de competente) Proiectul didactic trebuie sa fie un instrument usor de urmarit, deci nu va fi încarcat cu multe detalii si este în sprijinul profesorului care l-a conceput; trebuie abordat ca o etapa necesara, fireasca în dezvoltarea profesionala si nu ca o forma de birocratie care împovareaza daca, la un moment dat, este monitorizata excesiv - zilnic/saptamânal În general, proiectarea didactica trebuie privita ca un fundament care asigura un parcurs didactic profesionist si trebuie realizata riguros, în concordanta cu o varietate de parametri foarte importanti, descrisi în paginile anterioare, care contribuie la reusita demersului didactic si la obtinerea unor rezultate masurabile Activitati practic - aplicative Obiectivele activitatilor practic – aplicative: punerea în practica eficienta a documentelor curriculare; întelegerea importantei pe care o are proiectarea didactica în cadrul disciplinei; realizarea concordantei programa scolara – planificare – manual alternativ întelegerea corecta a rolului pe care îl are manualul ca instrument eficient de lucru A 1 Se realizeaza o dezbatere de grup în privinta modului în care se elaboreaza curriculum –ul în scoala, atât la nivelul disciplinei, cât si la nivelul ariei curriculare, insistându-se asupra exemplelor de buna practica în elaborarea programei unui curs optional la limba si literatura româna Cursantii sunt invitati sa împartaseasca din propria experienta si sa discute pe aceasta tema A 2 Se realizeaza o activitate pe grupe pentru conceperea unor exemple de activitati de învatare pe baza unor fragmente din programa scolara de limba si literatura româna, varianta revizuita Vor fi analizate comparativ si extrase din programele pentru Evaluarea Nationala si Bacalaureat Activitatea se finalizeaza prin prezentarea lucrarilor si turul galeriei, iar, în final, se discuta despre importanta unei bune cunoasteri a programelor A 3 Se concepe o activitate de lucru în perechi care va simula alegerea manualului alternativ pentru o clasa, la alegere Activitatea se încheie prin analiza SWOT a manualului ales A 4 Se lucreaza pe grupe la elaborarea unei fise de evaluare a manualului alternativ Activitatea se încheie prin prezentarea lucrarilor si formularea concluziilor A 5 Se aleg continuturi de învatare care vor fi transpuse în proiecte didactice pe cadru ERR Activitatea se realizeaza individual sau pe grupe Activitatea se încheie prin prezentarea de argumente pro si contra proiectarii unei lectii pe cadru ERR A 6 Se propune elaborarea unei grile de autoevaluare/evaluare a calitatii proiectarii didactice, urmarind reperele: planificare anuala, semestriala, a unitatii de învatare, proiect de lectie sau alte repere, în functie de propunerile cursantilor Activitatea se încheie prin turul galeriei si formularea concluziilor Proiectarea, organizarea si evaluarea activitatilor didactice Obiectivele temei urmaresc: folosirea adecvata a conceptelor-cheie din domeniul didacticii generale si al didacticii specialitatii; explicarea relatiei complexe dintre proiectarea, organizarea si evaluarea activitatilor didactice; elaborarea scopului, obiectivelor si a proiectarii activitatii didactice; evaluarea si autoevaluarea activitatii didactice din perspectiva respectarii algoritmului proiectare – organizare - evaluare II 1 Delimitari conceptuale: proiectare, organizare si evaluare a activitatilor didactice Limba si literatura româna este o disciplina scolara cu un statut particular în raport cu orientarile didactice moderne, prin numeroasele domenii de referinta ale activitatilor didactice organizate în cadrul acestei discipline, prin complexitatea finalitatilor si necesitatea adaptarii continue la dinamica procesului educativ „Complexitatea si dinamismul acestei materii se reflecta în modalitatile diferite de organizare a continuturilor, structuri ce pot influenta, la rândul lor, desenul subdomeniilor didacticii ” În didactica disciplinei, modelul comunicativ s-a impus în calitate de concept-cheie, odata cu reforma structurilor si continuturilor învatamântului, vizând modificarea de profunzime a raportarii la relatia dintre scopurile învatarii si insertia educatului în plan social, prin urmarirea raportului de cauzalitate dintre capacitatea de producere si cea de receptare atât în cazul textului oral, cât si în cazul textului scris În legatura cu acest model didactic, se ridica problema restructurarii continuturilor disciplinei, în sensul organizarii acestora în trei subdomenii – „didactica lecturii” (vizând receptarea textului literar si nonliterar), „didactica redactarii” (urmarind producerea de text literar si nonliterar) si „didactica oralului” (raportata la comprehensiunea si producerea de discurs oral) – aflate într-o relatie strânsa, dat fiind faptul ca formarea de competente de comunicare la limba româna presupune, printre altele, dezvoltarea abilitatilor de relationare între informatii din domenii diferite În procesul educativ modern, activitatea didactica presupune implicarea mai multor factori responsabili pentru cresterea continua a nivelului calitativ (parinti, elevi, cadre didactice, reprezentanti ai comunitatii si ai institutiei de învatamânt), ceea ce conduce la necesitatea asigurarii coerentei unui proces de învatare atât în cadrul institutional, organizat, cât si în afara acestuia Având în vedere acest deziderat, activitatea didactica poate fi privita ca un sistem complex de actiuni si relatii care vizeaza atât componentele stiintifice ale actului educativ, cât si particularitatile psiho-emotionale si cognitive ale educabililor, priviti ca parte a unui ansamblu uman în care ei reprezinta cea mai importanta veriga De aceea, proiectarea activitatii didactice trebuie sa fie algoritmizata astfel încât sa se asigure functionarea optima a lantului urmarind îndeplinirea sarcinilor de instruire în limitele unui demers în care cadrul didactic are rolul coordonator Reusita procesului instructiv-educativ depinde în mare masura de capacitatea algoritmilor de proiectare a activitatii didactice selectati de a deveni modele operationale care eficientizeaza activitatea de învatare prin intermediul aplicarii unor reguli, formule sau coduri de conduita si de comportament exacte si riguroase În ciuda neajunsurilor pe care le implica (printre care pot fi mentionate aspectul livresc al instruirii, lipsa de adecvare la particularitatile individuale ale elevilor, rigiditatea sistemului de promovare, inactivismul metodelor traditionale), sistemul de instruire pe clase si lectii reprezinta principala forma de organizare si desfasurare a activitatii didactice Noua viziune curriculara (care presupune integrarea disciplinei într-o arie curriculara, însemnând sincronizarea competentelor si a continuturilor) impune, însa, conceperea unor demersuri didactice prin care elevii sa dobândeasca noi cunostinte, dar si sa aplice notiunile însusite; de aici, necesitatea focalizarii atentiei asupra a doua tipuri importante de activitati pe care le poate desfasura profesorul de limba româna: - activitati de structurare/de transmitere si de asimilare a informatiilor/cunostintelor; - activitati de comunicare/utilizare în cadru concret, practic, a cunostintelor teoretice Proiectarea algoritmica a activitatii didactice trebuie sa aiba în vedere formarea de competente, asimilarea de cunostinte specifice, alegerea metodelor optime de proiectare, organizare a activitatii si de evaluare Psihologul american David McClelland este considerat parintele notiunii de competenta El a propus o modificare a opticii referitoare la eficientizarea activitatii de recrutare pentru o anumita slujba, înlocuind testele predictive de performanta cu evaluarea competentei persoanei respective Competenta era definita, în acest sens, drept suma cunostintelor, abilitatilor si atitudinilor care contribuie la capacitatea unei persoane de a-si îndeplini eficient (la standarde prestabilite) sarcinile si responsabilitatile Conform acestei viziuni, competentele pot fi identificate si dezvoltate: oricine poate învata mai mult într-un anumit domeniu si, prin experienta si aplicarea cunostintelor, poate deprinde abilitati, îsi poate modela atitudinea pentru a atinge rezultatele dorite În legatura cu didactica disciplinei, competenta poate fi definita ca „modus operandi, ca mod de a actualiza si orchestra cunostinte si capacitati în vederea realizarii comprehensiunii si producerii de text ” Competentele se formeaza pe baza unor cunostinte si capacitati Cunostintele, definite drept totalitatea notiunilor, ideilor, informatiilor pe care le are cineva într-un domeniu oarecare, se asociaza cu sintagma „a sti sa”, si se exprima în obiective Capacitatile se asociaza cu „notiunile de cunostinte procedurale ( ) si contextuale-pragmatice”, formulabile în sintagme de tipul „a sti cum/unde/când/de ce sa ” În aceeasi masura, în proiectarea activitatii didactice trebuie vizate capacitatile de ordin afectiv („a sti sa fii”), necuantificabile în obiective, dar modelabile prin organizarea secventelor didactice în functie de anumite valori si atitudini (identificabile în texte analizate, în exemple furnizate în cadrul activitatii de învatare), prin calitatea actului educativ si a discursului didactic Una dintre particularitatile cele mai importante ale disciplinei limba si literatura româna este reprezentata de necesitatea extrapolarii cunostintelor teoretice în contexte de comunicare în care se pot evidentia competente, dezvoltate pe baza unor cunostinte dobândite si a unor capacitati preexistente sau formate pe parcursul procesului instructiv În acest sens, învatarea, ca proces care presupune achizitia de date, concepte, informatii, strategii cu rolul de a facilita întelegerea si abordarea fenomenelor literare si culturale se desfasoara în cadrul unor lectii care vizeaza: transmiterea de informatii; formarea de concepte; formarea de strategii Actualizarea cunostintelor, valorificarea lor si manifestarea competentelor de comunicare se realizeaza în cadrul activitatilor de comunicare – exprimare orala, producere de text scris, lectura si interpretare a textului literar/nonliterar Trebuie subliniat faptul ca cele doua tipuri de structurare a activitatii didactice la limba si literatura româna sunt interdependente, dezvoltarea competentei de comunicare si a competentei culturale reprezentând un proces amplu, desfasurat în toate momentele procesului didactic de specialitate Formele de organizare a activitatii didactice reprezinta modalitatile specifice de proiectare a procesului de învatamânt la nivelul dimensiunii sale operationale, realizabila în diferite contexte (frontale-grupale-individuale; în clasa-în afara clasei; scolare-extrascolare) conform obiectivelor pedagogice elaborate la nivel general, specific si concret În conformitate cu lucrarile didactice de specialitate, exista, în principal, trei forme de organizare a activitatii didactice, fiecare integrând elemente specifice: frontal; pe grupe; individual O taxonomie a principalelor modalitati de organizare a activitatii didactice este propusa de Miron Ionescu: Activitati frontale Activitati de grup dirijate Activitati individuale 1 2 3 - lectia; - seminarul; - activitatea de laborator; - activitatea în cabinetele pe specialitati; - vizita; - excursia; - vizionarea de spectacole etc - consultatii; - meditatii cu scop de recuperare; - exercitii independente; - vizita în grupuri mici; - cercul de elevi; - întâlniri cu specialisti; - concursuri; - sesiuni de comunicari si referate; - redactarea revistelor scolare; - dezbateri pe teme de specialitate; - întâlniri cu oameni de stiinta, scriitori, specialisti; - serate literare etc - munca independenta si studiul individual; - efectuarea temelor pentru acasa; - elaborarea de compuneri si alte lucrari scrise si practice; - rezolvarea de exercitii; - efectuarea unor desene, scheme; - lucrari practice în coltul naturii, la punctul geografic; - lectura de completare; - lectura suplimentara; - studiul în biblioteci; - întocmirea referatelor; - elaborarea de proiecte, modele; - pregatirea si sustinerea unor comunicari; - pregatirea pentru examen; - elaborarea materialului didactic etc Acelasi autor abordeaza problema activitatilor didactice complementare lectiei, desfasurate în scoala, în afara clasei si activitati extrascolare (organizate de comunitatea didactica a scolii sau de institutii cu functie educativa) Din aceste sugestii de organizare a activitatii didactice se observa cu usurinta ca, în cadrul disciplinei limba si literatura româna, se pot combina diverse tipuri de activitati, astfel încât sa se realizeze obiectivele disciplinei si sa se atinga competentele vizate în procesul instructiv Fara a intra în detalii, se poate face observatia ca lectiile de limba si literatura româna, organizate în functie de cele doua tipuri de activitati mentionate de Alina Pamfil, se pot defini ca microsisteme pedagogice, în care se vor regasi „componentele, caracteristicile si conceptia care fundamenteaza procesul de învatamânt” În acest sens, Ion Cerghit identifica dimensiunea functionala a lectiei (presupunând existenta unui scop si a unor obiective bine determinate), dimensiunea structurala (referitoare la resurse umane, materiale si de continut, la selectia unor metode si mijloace de învatamânt si la realizarea într-un timp determinat si într-un mediu pedagogic) si dimensiunea operationala (vizând desfasurarea lectiei, dupa strategii si procese specifice, si evaluarea) Exista numeroase tipuri de lectii, clasificabile în functie de modul de concepere si de realizare Trebuie subliniat însa faptul ca lectia trebuie vazuta ca o structura deschisa, flexibila, adaptabila în orice moment nevoilor educatului, nu ca un sistem rigid, având coordonate fixe În functie de obiectivul general al lectiei, se identifica principalele tipuri de lectie: • mixta, urmarind comunicarea, fixarea, sistematizarea, verificarea cunostintelor, în masura aproximativ egala; • de comunicare/însusire de noi cunostinte, având ca obiectiv didactic principal însusirea de cunostinte; • de formare de priceperi si deprinderi; • de fixare si de sistematizare, vizând consolidarea, aprofundarea si recapitularea de cunostinte; • de evaluare, vizând verificarea si aprecierea cunostintelor În functie de tipul de lectie, se organizeaza procesul de evaluare, componenta esentiala a algoritmului proiectarii activitatii didactice Multitudinea formelor de evaluare presupune, ca pe o conditie necesara desfasurarii în bune conditii a demersului educativ, selectia riguroasa a metodelor de învatamânt si de evaluare din cadrul lectiilor de limba si literatura româna, adecvarea acestora la scopul urmarit pe parcursul lectiei si la functiile procesului de evaluare (cuantificarea unor rezultate, alcatuirea unor planuri remediale, monitorizarea progresului scolar) O observatie se impune: proiectarea si organizarea optima a procesului instructiv-educativ presupune conceperea unor lectii de limba si literatura româna prin respectarea principiului consecventei: o lectie care utilizeaza preponderent metode traditionale de învatamânt nu poate cuprinde o secventa de evaluare moderna, nepotrivita în contextul respectiv din cauza crearii unui anumit ritm de lucru si a adoptarii anumitor roluri de catre elev si de catre profesor În acelasi sens, o lectie organizata dupa principiul interactivitatii nu poate include o secventa de evaluare de tip traditional, în neconcordanta cu desfasurarea si cu ritmul de lucru impus elevilor pe parcursul desfasurarii activitatii didactice Secventele de evaluare din cadrul lectiilor trebuie concepute astfel încât sa nu reprezinte numai un mijloc de control sau de masurare obiectiva a nivelului cunostintelor, ci sa aiba o accentuata functie formativa, devenind un mijloc de ajustare si de perfectionare a activitatii didactice în vederea formarii educabilului În general, în literatura de specialitate, pentru verbul „a evalua” se disting trei asocieri semantice: a concepe o procedura de evaluare, a face practic o evaluare, a exprima o evaluare „Cele mai importante functii ale procesului de evaluare sunt: verificarea sau identificarea achizitiilor scolare; perfectionarea si regularizarea cailor de formare a educabililor, asociata cu identificarea celor mai lesnicioase si pertinente cai de instructie si de educatie; sanctionarea sau recunoasterea sociala a schimbarilor operate asupra formabililor ” Una dintre tendintele actuale ale activitatii didactice în general si, implicit, ale evaluarii, este raportarea la rezultate, tendinta sintetizata în formula „educatie/evaluare bazata pe rezultate” (dupa sintagmele din limba engleza, outcome-based education si outcome-based assessment) Sociologul american William Spady, care a sistematizat, la nivel teoretic, conceptele asociate acestei tendinte de responsabilizare a factorilor implicati în procesul educativ în privinta rezultatelor obtinute la toate nivelurile de evaluare, proiecteaza un model având în vedere trei premise: 1 fiecare elev poate avea succes în procesul de învatare („teoria însusiriiînvatarii depline”); 2 succesul, odata atins, conduce la alte succese; 3 cadrele didactice trebuie sa înteleaga ca detin controlul asupra conditiilor care fac posibila atingerea succesului de catre toti elevii În acest context, modelul educativ/evaluativ bazat pe rezultate pune accentul pe realizare, performanta si nu pe masurare Cu alte cuvinte, o activitate didactica eficienta trebuie sa respecte câtiva algoritmi de proiectare: • evaluarea initiala, cu scopul „de a diagnostica lacunele existente în pregatirea fiecarui elev si de a stabili cauzele acestora”; • planificarea riguroasa a instruirii, prin urmarirea unor obiective terminale; • proiectarea activitatilor didactice, tinându-se cont de concluziile formulate în urma evaluarii initiale; • instruirea elevilor, prin urmarirea unor sarcini de învatare derivate din obiective operationale; • parcurgerea de programe de recuperare de catre elevii care au lacune, respectiv de programe de dezvoltare de catre elevii cu disponibilitate de progres; • parcurgerea evaluarilor periodice cu scopul de a se identifica eventualele dificultati întâmpinate de elevi, de a adapta ritmul instruirii în functie de rezultatele înregistrate; • evaluarea sumativa, cu scopul de verificare a atingerii obiectivelor terminale urmarite; • întretinerea învatarii prin sarcini de lucru date pentru acasa Se poate observa ca acest model educativ are în vedere cele trei componente ale evaluarii: initiala, de progres/formativa si sumativa, iar calitatea definirii rezultatelor asteptate este elementul esential al întregului demers educativ/evaluativ bazat pe rezultate Dat fiind faptul ca activitatea didactica moderna vizeaza atingerea unor standarde educationale, educatia si evaluarea bazate pe standarde au determinat deplasarea accentului proiectarii procesului de învatare înspre cresterea responsabilizarii, a implicarii si a reflectiei metacognitive a tuturor factorilor care se înscriu în acest proces Utilizarea descriptorilor de performanta ca baza a conceperii demersurilor evaluative este, în primul rând, o modalitate de comunicare a „intentiilor” evaluarii curente între toti factorii implicati în procesul educational Raportarea la standardele de performanta, cu descriptorii asociati, stimuleaza definirea, descrierea în termeni operationali a calitatii procesului educativ de la nivelul clasei si al scolii Procesul normal de evaluare este acela în care este evaluata situatia în care individul raspunde standardului sau standardelor în timp ce desfasoara o activitate specifica, integrata într-un anumit sistem ocupational sau profesional Accentuarea rolului competentelor-cheie în desfasurarea activitatii didactice are o consecinta semnificativa în proiectarea si organizarea procesului de evaluare a acestora, în sensul valorizarii evaluarii curente ca instrument de baza pentru monitorizarea progresului individual al elevilor si, în consecinta, pentru orientarea dezvoltarii profesionale a acestora Un proces de predare orientat catre transferul cunostintelor presupune, în mod firesc, o modificare a accentului, de la metodele centrate pe profesor la metodele centrate pe elev/educabil Cadrul didactic are, în acest context, rolul de a sustine eforturile elevilor în procesul de construire a competentelor Având drept baza a procesului instructiv cunostinte dobândite anterior, cadrul didactic creeaza situatii de învatare pentru predarea de noi cunostinte, dar stimuleaza, în aceeasi masura, deprinderile de gândire critica si creativa, abilitatile de învatare, prin angajarea elevilor în activitatile desfasurate la clasa Evaluarea competentelor reprezinta un element esential în conturarea unui proces educativ care sa garanteze succesul achizitiilor ulterioare În cadrul orelor de limba româna, ca si în cazul altor discipline, conceperea secventelor de evaluare trebuie sa urmareasca reperele care operationalizeaza sistemul de evaluare, sintetizabile în sintagme de tipul: Ce/De ce evaluam?; Cui foloseste evaluarea?; Pe cine/Când evaluam?; Cum evaluam? Conceperea secventelor didactice de evaluare sau a orelor de evaluare dupa acest algoritm îi furnizeaza cadrului didactic posibilitatea de a obtine informatii referitoare atât la progresul elevilor în achizitia de cunostinte, cât si la propriul sistem de predare, oferind, asadar, posibilitatea autoevaluarii Numeroasele metode de evaluare (traditionale si moderne) consemnate în lucrarile de didactica ofera posibilitatea conceperii unor secvente de evaluare deosebit de eficiente Ramâne la decizia profesorului sa aleaga si sa combine tipurile de evaluare ale activitatilor didactice desfasurate împreuna cu elevii, în conformitate cu tipul de lectie si cu proiectarea acesteia În continuare, vor fi mentionate cele mai cunoscute metode de evaluare, cu precizarea ca nu s-a urmarit o prezentare ampla a acestora, ci doar actualizarea unor concepte Dintre metodele traditionale de evaluare, pot fi mentionate: • testul docimologic este cea mai raspândita forma de evaluare, o alternativa si o modalitate de eficientizare a evaluarii traditionale; permite standardizarea conditiilor de examinare, a modalitatilor de evaluare si obiectivitatea notarii Pentru conceperea unui test se parcurg câteva etape obligatorii – precizarea obiectivelor (pentru realizarea unei concordante între acestea si continutul învatamântului), documentarea stiintifica, avansarea unor ipoteze (selectia elementelor reprezentative pentru secventa didactica asupra careia se opereaza verificarea), conceperea matricei de evaluare, aplicarea Înainte de elaborarea propriu-zisa a testului, trebuie rezolvate o serie de probleme referitoare la tipul de test aplicat si la tipul/tipurile de itemi incluse • verificarea orala, una dintre cele mai accesibile metode de evaluare, care îsi demonstreaza eficienta în raport cu competentele vizate la disciplina limba si literatura româna, având dezavantajul diverselor influente de circumstanta care pot influenta obiectivitatea evaluarii; Dintre metodele complementare de evaluare, pot fi mentionate: • referatul, care permite aprecierea nuantata a învatarii si identificarea unor elemente de performanta individuala a elevului, metoda cu un pronuntat caracter formativ, prin posibilitatea verificarii unor continuturi ample; • proiectul, metoda alternativa de evaluare, complexa, recomandabila pentru evaluarea sumativa; • portofoliul, urmarind un ansamblu de rezultate si oferind posibilitatea emiterii unor judecati de valoare asupra activitatii elevului într-o secventa temporala mai ampla; • autoevaluarea, metoda de evaluare cu multiple valente formative, având rolul de a-l responsabiliza pe elev atât în raport cu rezultatele propriei activitati, cât si cu modalitatile de apreciere a acesteia; • jocul didactic, presupune reguli si disciplina, dar are succes prin faptul ca înlatura plictiseala, îi încurajeaza pe elevi sa fie activi si are un rol stimulator mai ales în prima faza a învatarii; actiunea ludica determina placerea învatarii si ofera posibilitatea ca profesorul sa participe ca partener cu drepturi si obligatii egale; • jocul de rol, implica empatia: sa te pui în locul cuiva, sa-ti asumi un personaj pentru analiza unor situatii-problema cu implicatii etice, solicitând din partea spectatorilor exprimarea unor opinii si atitudini; • dramatizarea este transformarea unui text literar într-un text dramatic si interpretarea rolurilor de catre elevi pentru o mai buna întelegere a unor situatii; • procesul literar le da posibilitatea elevilor sa se situeze de partea unor personaje, exprimându-si argumentat aprobarea sau dezaprobarea în ceea ce priveste comportamentul sau caracterul personajelor; • studiul de caz, se bazeaza pe analiza unor situatii-problema, la finalul careia se formuleaza concluzii si observatii; se respecta parcurgerea unor etape obligatorii prin care elevii se obisnuiesc sa lucreze individual si sa gaseasca solutii pe care sa le argumenteze; • investigatia, presupune munca de teren si trebuie bine dirijata de catre profesor, care trebuie sa stabileasca un traseu, repere; ca punct de plecare pot fi o harta, o lista de cerinte usor realizabile, etc ; prin aceasta metoda se încurajeaza comunicarea, se dezvolta competentele de exprimare orala Proiectarea activitatii didactice din cadrul unei ore de limba si literatura româna prin selectarea riguroasa a instrumentelor de concepere a demersului didactic este baza desfasurarii unei activitati eficiente Numai în conditiile în care profesorul îsi defineste clar obiectivele, selecteaza metodele de învatare si de evaluare luând în calcul variabilele reprezentate de personalitatea elevilor, de flexibilitatea lor în a urmari secventele actului de predare-învatare se poate construi un demers didactic complex si coerent II 2 Proiectarea si evaluarea activitatii instructiv-educative Proiectarea, ca parte a activitatii didactice, presupune un demers anticipativ, un proces deliberat, coordonat, de fixare si clarificare mentala, prealabila, a componentelor si etapelor unei activitati instructiv-educative Din punct de vedere pedagogic, în sens larg, proiectarea implica respectarea unui model incluzând analiza nevoilor de educatie si stabilirea unor prioritati care stau la baza proiectului educational; analiza resurselor si stabilirea modului de distribuire a acestora; analiza contextului social si pedagogic în care se intentioneaza implementarea demersului educativ; stabilirea caracteristicilor grupului-tinta; selectia continuturilor, a strategiilor, a metodelor si mijloacelor de instruire; stabilirea modalitatilor de evaluare În sens restrâns (al didacticii la clasa), proiectarea presupune divizarea anticipata a timpului de predare-învatare, esalonarea informatiei sub forma planificarilor calendaristice (anuale, semestriale) si ale unitatilor de învatare, planificarea lectiilor propriu-zise Cu alte cuvinte, proiectarea didactica înseamna, în esenta, corelarea obiectivelor si a continuturilor cu formele de organizare, metodele si mijloacele de învatamânt si componenta evaluativa specifice oricarei activitati didactice Nivelurile proiectarii activitatii didactice pot fi ierarhizate în sens descrescator, de la cadrul general – proiectarea la nivelul întregului sistem de învatamânt - la cadrul din ce în ce mai restrâns, al activitatilor didactice desfasurate pe parcursul unui an scolar, al unui semestru, al unui sistem de lectii si al unei lectii Proiectarea globala acopera o perioada mare de predare-învatare, un ciclu sau un nivel de studiu (proiectarea planurilor de învatamânt, a programelor si a manualelor scolare), iar proiectarea esalonata – pe an de studiu, semestre, unitati de învatare, lectii – este realizata de cadrele didactice în baza celei globale Proiectarea activitatii didactice eficientizeaza timpul de lucru, permite urmarirea relatiei dintre input (intrare), output (iesire) în/din sistem, dar si a desfasurarii de proces, previne omiterea unor etape ale actului educational, ofera o perspectiva clara si cuprinzatoare asupra continuturilor educative atât pentru cadrul didactic, cât si pentru elev, diminueaza riscul hazardului si al întâmplarii în instruirea scolara Concentrarea atentiei asupra proiectarii, în detrimentul procesului de instruire propriu-zis poate conduce însa la standardizare, sablonizarea învatarii, la urmarirea rigida a unui proiect didactic, chiar daca acesta nu corespunde practicii la clasa De aceea, proiectarea activitatii didactice nu trebuie considerata ca valoare absoluta de referinta în privinta desfasurarii procesului educativ Este nevoie de echilibru între rigoarea anticiparii si flexibilitatea impusa de realitatea în permanenta schimbare a vietii scolare Etapele care trebuie urmarite în cazul proiectarii didactice într-un ciclu de actiune se formuleaza în termenii planifica – efectueaza – revizuieste – învata – aplica În acest model pot fi reprezentate diferite forme de organizare a activitatii didactice, mentionate în subcapitolul anterior Alina Pamfil propune un model de proiectare a activitatilor didactice la limba si literatura româna prin echivalarea activitatii de predare-învatare cu un scenariu narativ si fixeaza câteva repere ale proiectarii activitatii didactice: 1 Care este scopul activitatii didactice? 2 Cum va fi orientata actiunea? 3 Care vor fi rolurile protagonistilor? 4 Cum va fi ea realizata? Prin ce tehnici si cu ce materiale? Cum va fi organizat spatiul clasei? Cât timp va dura? 5 Cum voi fixa în memoria elevilor experienta de învatare / de practicare a cunostintelor si cum voi regla si masura progresul? În proiectarea didactica, formularea unui scop al actiunii este esentiala, deoarece în conformitate cu acesta se contureaza structura activitatilor didactice de comunicare si de asimilare a informatiilor Scopul se specifica în obiective, care „ pot fi reprezentate pe o axa ale carei margini sunt fidelitatea fata de obiectul/continutul învatarii si creativitatea” Pentru limba si literatura româna, Alina Pamfil consemneaza urmatoarele tipuri de obiective: a cita, a reface, a reproduce a explica a reformula a clasa, a conceptualiza, a alege, a argumenta a aplica, a transfera a inventa, a crea Orientarea actiunii se proiecteaza fie în interiorul unuia dintre cele patru modele fundamentale - deductiv, inductiv, analogic, dialectic -, fie prin combinarea lor, în functie de obiectivul dominant si de nivelul clasei Fiecare dintre cele patru modele are o dominanta, care îi permite profesorului sa proiecteze un anumit tip de parcurs didactic: de la general la particular (demersul deductiv), de la particular la general (demersul inductiv), prin transfer la acelasi nivel, în context nou, a unor aspecte cunoscute (demersul analogic), prin abordare contradictorie (demersul dialectic) Rolurile pe care le îndeplinesc, în procesul instructiv, profesorul si elevul se definesc în cadrul celor patru metode pedagogice fundamentale, carora li se asociaza anumite atitudini si tehnici de lucru: Metoda dogmatic/expozitiva Continutul învatarii Rolul profesorului Rolul elevului Actiunile profesorului Actiunile elevului Tehnici de lucru Repetat Prioritar, detinatorul cunostintelor si al puterii Pasiv, sters Impune, fixeaza, dirijeaza, controleaza procesul de învatare Recepteaza, reproduce, repeta Expunerea, conversatia catihetica Metoda socratica Continutul învatarii Rolul profesorului Rolul elevului Actiunile profesorului Actiunile elevului Tehnici de lucru Regasit Ghid, incitator în descoperirea cunostintelor Important, subiect al procesului instructiv Ghideaza, propune colaborare Colaboreaza, redescopera cunostinte Conversatia socratica, demonstratia, modelarea Metoda activa Continutul învatarii Rolul profesorului Rolul elevului Actiunile profesorului Actiunile elevului Tehnici de lucru Recreat Expert care orienteaza Descoperitor activ al cunostintelor si al propriilor coordonate ale personalitatii Consiliaza, orienteaza procesul de descoperire Îsi dezvolta personalitatea, pune întrebari, descopera Discutia, dezbaterea, jocul de rol, simularea, expunerea realizata de elev etc Metoda non-directiva Continutul învatarii Rolul profesorului Rolul elevului Actiunile profesorului Actiunile elevului Tehnici de lucru Creat Sters, minimal Activ, constructor al unui parcurs personal de instruire Schiteaza un parcurs didactic Propune, construieste, descopera, la finalul procesului de instruire, un produs nou si personal Compunerile creative, ateliere de creatie / de scriere, cercuri de lectura, proiectul Continuturile disciplinei pot fi proiectate si organizate în functie de caracteristicile celor patru metode, cu observatia ca aplicarea practica a modelului comunicativ presupune valorizarea metodei active Organizarea propriu-zisa a continuturilor disciplinei în cadrul demersului didactic se subordoneaza creativitatii profesorului, care poate combina diferitele tehnici de lucru, astfel încât sa fie atins scopul învatarii În functie de reperele generale, profesorul poate decide durata activitatii didactice, modul de organizare a clasei si tipul de material didactic Fixarea experientelor de învatare se poate realiza prin proiectarea unor secvente de recapitulare, realizate concret fie prin discutii, fie prin rezolvarea de exercitii, înseriate într-o ordine logica: reproducere – recunoastere – exemplificare – completare/înlocuire – transformare – creative/jocuri didactice, care ofera si posibilitatea evaluarii În didactica moderna, se accentueaza necesitatea integrarii fiecarei activitati într-un proces, ceea ce presupune efectuarea unor corelatii între cunostinte anterioare si cunostintele de dobândit si, implicit, renuntarea la abordarea abrupta a noilor cunostinte În aceeasi masura, se ridica problema explicitarii si justificarii strategiilor de predare-învatare, dat fiind faptul ca elevul nu trebuie sa parcurga doar un proces didactic care sa presupuna întelegerea, învatarea continuturilor si formarea/dezvoltarea abilitatilor, ci sa înteleaga modul în care se produc întelegerea si învatarea În acest context, modelul lectiei de tip clasic este concurat de alte modele, care subînteleg procesul metacognitiv (elevului i se ofera posibilitatea întelegerii modului în care întelegerea si învatarea se petrec) O analiza comparativa a celor doua modele evidentiaza diferentele de raportare a profesorului si a elevului la scopul activitatii didactice si la parcursul didactic Lectia traditionala Lectia moderna - propune o succesiune de etape între care pot sa apara momente de fractura: momentul organizatoric; actualizarea sau verificarea cunostintelor dobândite anterior; însusirea noilor cunostinte; fixarea si evaluarea noilor cunostinte; - elevul se conformeaza unor sarcini de lucru de tipul „recunoaste”, „analizeaza”, „raspunde”; - genereaza o întelegere secventiala a fenomenului lingvistic si literar (notiunile de limba sunt separate de notiunile de literatura si comunicare); - etapele procesului de învatare nu devin subiect de reflectie; - scopul învatarii devine, pentru elev, evaluarea de etapa (testul, teza, examenul), obtinerea unei note bune; - acorda un statut privilegiat rezultatelor punctuale ale învatarii - lasa sa se contureze întregul, prin circumscrierea notiunilor teoretice în sfera de interes a elevilor sau prin abordarea în sens integrator a continuturilor de limba, comunicare si literatura; - permite întelegerea modului în care se petrec întelegerea si învatarea; - momentele lectiei, orientarea si etapele procesului învatarii sunt „vizibile” pentru elev; - genereaza structuri mobile, combinatorii ale unor scenarii de tipul „Stiu – Vreau sa stiu – Am învatat”, „Evocare – Configurare a sensului – Reflectie”; - privilegiaza autonomia elevului, cultivând formarea de deprinderi; - propune învatarea de tehnici si de strategii; - creeaza o legatura logica si coerenta între cunostintele pe care elevul le poseda si cunostintele noi, accentuând ideea de continuitate a parcursului didactic; - stimuleaza dezvoltarea gândirii critice În principiu, proiectarea unei lectii trebuie sa respecte patru etape fundamentale, indiferent de modelul adoptat Ceea ce poate constitui o variabila a proiectarii activitatii didactice este rolul pe care si-l asuma profesorul, în functie de modelul pedagogic caruia decide sa-i subordoneze activitatea de proiectare În acest sens, se înscriu în etapele necesare ale activitatii de proiectare: identificarea obiectivelor (obiectivul fundamental, obiectivele operationale); analiza resurselor (umane, de continut didactic, de ordin material, de timp si de spatiu); elaborarea strategiilor didactice optime (care ofera posibilitatea transformarii elevului în partener de concepere a demersului educativ); elaborarea instrumentelor de evaluare Aceste etape se pot regasi în proiectul de lectie, cu mentiunea ca acesta nu trebuie sa constituie o structura fixa, o finalitate în sine, ci un instrument de lucru, prin care profesorul îsi poate autoevalua, în ultima instanta, propria prestatie didactica, raportând-o la ceea ce si-a propus, la ceea ce a realizat, la ceea ce trebuie sa refaca/sa ajusteze Proiectarea unei activitati didactice nu înseamna aplicarea unui „tipar” care sa garanteze reusita procesului instructiv-educativ, ci anticipare a unor rezultate, adica reflectie prealabila asupra a ceea ce ar fi de dorit sa se întâmple si imaginare a unei posibilitati concrete de îndeplinire a unui scop Calitatea actului educativ rezulta din capacitatea profesorului de a crea situatii autentice de învatare, de a se ancora în situatii în desfasurare, nu în momentul trecut al proiectarii activitatii didactice Respectând acest deziderat, proiectarea activitatii didactice se va circumscrie scopului fundamental al actului educativ: pregatirea elevului pentru integrarea în societate Monitorizând progresul elevilor, profesorul modern îsi monitorizeaza propriul progres, pentru ca, mai presus de limitele bine definite ale cunostintelor transmise si învatate în perimetrul scolii, se situeaza capacitatea de a-i determina pe ceilalti sa înteleaga ca învatarea este un proces continuu, care se desavârseste dincolo de limitele salii de clasa Activitati practic-aplicative Obiectivele activitatilor practic-educative: elaborarea proiectarii unei unitati de învatare astfel încât sa fie evidentiata legatura dintre curriculum si modelele de proiectare a activitatii didactice; elaborarea proiectarii unei lectii/activitati didactice în care sa fie pus în evidenta algoritmul proiectarii; analiza diferitelor modele de proiectare a activitatii didactice si a utilizarii acestora în practica; alcatuirea unei fise de autoevaluare a activitatii desfasurate de profesor în cadrul unei lectii A 1 Se va realiza/organiza o activitate pe grupe pentru elaborarea proiectarii unei unitati de învatare Punctul de plecare îl va reprezenta programa scolara Proiectul unitatii de învatare se va realiza prin folosirea unor modele diferite de abordare a continuturilor Activitatea se realizeaza într-o perioada de timp determinata, încheindu-se cu prezentarea proiectelor, pe grupe A 2 Se va organiza o activitate pe grupe, pentru alcatuirea unui proiect de lectie, respectându-se diferite modele de proiectare Desfasurarea activitatii are loc într-o perioada determinata, încheindu-se prin discutii pe marginea avantajelor/dezavantajelor diferitelor modele de proiectare aplicate si prezentarea proiectelor pe grupe A 3 Se va organiza o dezbatere de grup pe tema aplicabilitatii metodelor moderne de proiectare didactica, insistându-se asupra posibilitatilor concrete de a-l ajuta pe elev sa înteleaga pasii demersului didactic A 4 Se va concepe, individual, o fisa de autoevaluare a activitatii desfasurate de profesor în cadrul unei ore de specialitate Se vor prezenta schitele realizate, se vor grupa modelele asemanatoare si se vor selecta elementele pe care toti participantii la activitate le considera integrabile într-o fisa de autoevaluare Activitatea se va încheia prin discutii pe marginea utilitatii completarii, de catre profesor, a unei fise de autoevaluare a activitatii desfasurate în cadrul unei ore de specialitate Aplicarea strategiilor de comunicare didactica, pedagogica si educationala Obiectivele temei urmaresc: • asimilarea reperelor teoretice pe care le implica abordarea problematicii comunicarii educationale si didactice; • constientizarea specificului comunicarii didactice si a impactului acesteia asupra randamentului actului didactic; • deprinderea capacitatii de reevaluare a propriei activitati didactice din perspectiva comunicationala III 1 Delimitari conceptuale – comunicarea educationala, comunicarea didactica, feedbackul Comunicarea a devenit un concept universal si cuprinzator, pentru ca totul comunica Sensurile notiunii de comunicare se diversifica si se nuanteaza odata cu multiplicarea activitatilor si mijloacelor de comunicare, definitiile comunicarii ajungând sa fie numeroase Înteleasa ca un transfer de informatie sau un transfer de influenta sau de efect, vazuta ca un mecanism al relatiilor interumane, comunicarea este conditionare reciproca, interpretare comuna, conexiune, actiune, efect de diminuare a incertitudinii în anumite situatii, echivalenta dintre codificare (la sursa) si decodificare (la destinatar) Procesul de comunicare desfasurat în context scolar are un anumit specific, pe de o parte, datorat caracterului subiectiv al relatiei educationale care angajeaza factori, procese si stari psihologice, iar, pe de alta parte, caracterului dinamic al procesului comunicativ În literatura de specialitate, comunicarea este considerata esenta procesului de predare-învatare-evaluare, informatia – obiectul proceselor de comunicare – privind nu numai activitatea didactica, ci si aspecte cu valoare interpersonala Comunicarea pedagogica „mijloceste realizarea fenomenului educational în ansamblul sau, indiferent de continuturile, nivelurile, formele sau partenerii implicati ” Educatia si învatarea – ca procese prin care se comunica – implica schimburi de substanta, de comportamente, de imagini sau de cunostinte, acestea având o semnificatie si un sens care determina autenticitatea si eficientizarea comunicarii Sistemele de referinta variaza, iar gasirea unor strategii si criterii de analiza care sa conduca la obtinerea de rezultate pozitive pentru optimizarea celei de tip educational, devine o preocupare permanenta Numeroasele modele si grile de analiza existente urmaresc sa dezvaluie relatia gândire – limbaj si sa demonstreze ca exercitiile de comunicare se finalizeaza cu asigurarea bazelor competentei de comunicare În context educational, competenta de comunicare are „statutul de concept integrator, care unifica elemente din semantica generativa, structurala si pragmatica ” Procesul educational este un sistem complex– de tip lant – în care activitatea verbala si cea nonverbala se întrepatrund, de multe ori actionând sincretic Comunicarea ectosemantica utilizata cu cea verbala faciliteaza contactul direct cu elevii, reducând hotarul conventional ce separa cele doua universuri: al educatorului si al educatului Demersul pedagogic are ca finalitate realizarea repertoriului comun între cei doi protagonisti ai actului educational Din aceasta perspectiva se disting urmatoarele tipuri de demersuri pedagogice într-un ciclu de educatie: punctuale (cu referire la obiectivele operationale) liniare (cu referire la competentele specifice) strategice (vizeaza competentele generale) Strategia folosita în comunicarea pedagogica imprima acesteia calitate prin interactiunea unor factori: scopul activitatii – vizeaza dimensiunea cognitiva – afectiva – actionala a personalitatii elevilor; personalitatea elevului – este abordata din perspectiva capacitatilor minime / maxime de receptare – întelegere – interiorizare – reactie; cadrul concret al activitatii – face referire la spatiul si timpul de desfasurare a activitatii; personalitatea cadrului didactic – este abordata din perspectiva capacitatilor minime / maxime: rigoarea obiectivelor prelucrarea informatiilor extinderea/concentrarea corectitudinea claritatea concizia complexitatea amabilitatea/disponibilitatea mesajului; stilul educational Comunicarea pedagogica este o forma de comunicare predominant verbala, o mare flexibilitate asigurându-se daca educatorul manifesta spontaneitate si adaptabilitate la specificul temei, la nivelul intelectual al educabililor Comunicarea didactica este „o forma particulara, obligatorie în vehicularea unor continuturi determinate, specifice unui act de învatare sistematica si asistata” presupunând un raport bilateral profesor – elev si calitate deosebita De asemenea, comunicarea didactica este „ un principiu axiomatic care presupune un mesaj educational elaborat de subiectul educatiei capabil sa provoace reactia formativa a obiectului educatiei, evaluabila în termen de conexiune inversa externa si interna” Asadar, comunicarea didactica are un destinatar bine definit, iar etalonarea cunostintelor ia forme diferentiate în functie de acesta Profesorul comunica continuturile – constient de importanta sa: în actul comunicarii el are dubla ipostaza: emite si recepteaza Nu orice informatie ajunge la educabil si nu oricum Profesorul trebuie sa selecteze informatiile, sa le faca accesibile, sa le dea o nota personala Comunicarea didactica se remarca prin caracterul bilateral care evidentiaza necesitatea instituirii unei legaturi performante între profesor si elev, prin discursul didactic cu un pronuntat caracter explicativ, deoarece prioritar el vizeaza învatarea bilateral care stabileste o legatura viabila între educator si educabili În acest sens, discursul didactic trebuie sa fie unul explicativ pentru ca obiectivul îl constituie învatarea prin întelegere Comunicarea didactica are în vedere întelegerea/ însusirea corecta a unui adevar, nu simpla enuntare – de aceea, profesorul explica, demonstreaza, problematizeaza Vazuta ca un mijloc esential de interactiune psihosociala, un schimb permanent de mesaje între interlocutori, având scopul de a initia, mentine sau modifica comportamentul individului sau al grupului pentru o relatie interumana de durata, comunicarea nu este numai o activitate psihofizica de relationare a doua sau mai multe persoane, ci un proces psihosocial care imprima, prin limbaje specifice, atitudini si comportamente Ea se realizeaza prin limbaje verbale, nonverbale, paraverbale, mesajul fiind transmis pentru a influenta calitativ comportamentul interlocutorului Psihosocial, este antrenata în dirijarea si controlul activitatii unei persoane sau grup, în influentarea reciproca si asteptarea feedbackurilor pozitive sau negative care apar în functie de competentele specifice urmarite Comunicarea ca proces, consta într-un „schimb de mesaje între interlocutori, fiind un mod esential de interactiune informationala prin care o persoana sau grup transmite si receptioneaza într-un anumit context informatii urmarindu-se de ambele parti buna receptare, acceptarea reciproca si procesarea unor schimburi de atitudine sau comportament în rândul elevilor ” Comunicarea interpersonala depinde de un numar mare de factori interni si de conditii externe care o afecteaza si ca structura si ca eficienta, subliniindu-se necesitatea îndeplinirii anumitor conditii de catre interlocutori, nivelul persuasivitatii fiind satisfacut gradual În literatura de specialitate se sustine ca realizarea argumentelor mesajului si gradul de implicare personala a interlocutorilor au rol important în comunicarea didactica Când în vietile personale ale auditoriului mesajul are o relevanta deosebita, ascultatorii sunt atenti la acestea, reflecteaza asupra implicatiilor lui în mod serios, iar daca nu, receptorii sunt aparent atenti, acorda valoarea cuvenita, dar analizei informatiei îi rezerva foarte putin timp Implicarea personala determina schimbarea atitudinii ascultatorilor în functie de credibilitatea sursei, dar si de calitatea argumentarii În activitatea didactica, educabilii cu o implicare personala înalta acorda o atentie si o mai mare importanta mesajului decât sursei emitatoare, iar cei cu o implicare mai redusa suprasolicita valoarea sursei decât cea a mesajului transmis Aspect important al mijloacelor sociale si educationale, comunicarea didactica se realizeaza în moduri variate, comunicarea interpersonala – diferita, reciproc, în grup si intrapersonala – cu noi însine, fiind cele mai utilizate În cazurile în care subiectii educatiei se comporta diferit de adevaratele lor conduite, opinii, sentimente, convingeri, decizia de schimbare îi apartine destinatarului chiar daca el nu poate sa tina cont de: a) aspectele cantitative si calitative ale mesajelor de receptare – învatare; b) codurile de comunicare; c) contextul situational; d) feedbackurile anterioare si posterioare; e) continutul si forma verbala si nonverbala; f) caracteristicile psihosociale ale partenerilor; g) situatiile concrete în care partenerii interactioneaza; h) efectele preconizate În realizarea interactiunilor cognitive, comunicative si afectiv – reglatorii dintre profesori si elevi, caracteristicile psihosociale si situationale cu rol de mediatori sunt considerate factori obiectivi /subiectivi ce influenteaza atât comunicarea, cât si procesul de instruire – învatare Facilitatea sau perturbarea interactiunilor comunicative depinde nu numai de cadrul contextual, ci si de natura relatiilor dintre profesori si elevi Contextul în care se produce comunicarea didactica faciliteaza decodarea continutului mesajelor transmise, a codurilor verbale sau nonverbale utilizate de interlocutori, a întelegerii acestora în relatia bilaterala de comunicare Structurarea procesului comunicational este influentata de noutatea si complexitatea informatiilor si situatia concreta în care se situeaza subiectii, de dorinta, interesul si nivelul motivational, de competenta interlocutorilor de a interactiona Comunicarea didactica implica fenomenul de retroactiune Exista doua feluri de retroactiuni: feedbackul si feed-forward-ul „Feedbackul este modalitatea prin care finalitatea devine cauzalitate”; feed-forward-ul, în schimb, ”modalitatea prin care anticiparea finalitatii redevine cauzalitate ” În actul didactic, sensul si functia determina existenta a doua tipuri de feedback: fb I – informatia de la receptor ajunge la emitator; fb II – informatia de la emitator ajunge la receptor Emitatorul este si sursa de informatii (Ei) si educator (Ee) Cel care învata, ca beneficiar al mesajului, este receptor de informatii (Ri), a caror emitere o sustine prin feedback I, si este si o persoana disponibila la transformare, prin actiune (Ra), în urma unui proces de învatare ce încorporeaza si informatia primita, mijloceste orientarea actului de învatare fb II Comunicarea profesor – elev implica atât cunoasterea, cât si întelegerea relatiilor dintre continut, scop, rol, conditii, context si retroactiune Astfel relatia dintre educator si educati are o mare valoare adaptativa, comunicarea didactica constituind modalitatea fundamentala de desfasurare a activitatii educationale III 2 Factori care favorizeaza comunicarea didactica Comunicarea didactica – proces complex – este favorizata sau restrictionata „ de factori a caror incidenta este diferita în timp ce altii au o pondere aproape neglijabila, care nu induce efecte negative si nu necesita masuri speciale de ameliorare ” Factorii care favorizeaza acest tip de comunicare se grupeaza în diverse categorii: factori psihologici: limbajul, motivatia, afectivitatea, gândirea, etc ; factori pedagogici: obiectivele educationale, continuturile procesului de învatamânt, metodele pedagogice, mijloacele învatamânt, tipologia feedbackului, stilurile educationale; factori sociali: marimea grupului, pozitionarea în spatiu a membrilor, structurile de comunicare, precum si structura grupului sau coeziunea acestuia Functionarea procesului de comunicare didactica necesita cunoasterea factorilor, dar si manipularea acestora, astfel încât acesta sa înregistreze un traseu ascendent Totii factorii trebuie tratati cu aceeasi importanta Cadrele didactice trebuie sa constientizeze mai multe aspecte legate de factorii de natura psihologica atunci când îsi propun sa faca eficienta desfasurarea comunicarii didactice, de factorii de natura pedagogica si de factorii de natura sociala Dintre factorii de natura pedagogica trebuie avut în vedere cel care vizeaza obiectivele operationale deoarece „comunicarea didactica nu poate functiona daca obiectivele propuse nu sunt compatibile cu posibilitatile elevilor si nu garanteaza reusita decât pentru un numar redus de elevi ” De aceea, educatorul va propune obiective care vor fi atinse de întregul colectiv si care vor facilita succesul în învatare fara a favoriza excesiv o categorie de obiective în detrimentul altora Continuturile procesului de învatamânt reprezinta un factor cu impact asupra posibilitatii de realizare a comunicarii didactice si necesita – înainte de a fi transmis receptorului – o analiza si evaluari care sa anticipeze impactul asupra subiectilor vizati: compatibilitatea volumului continuturilor cu posibilitatile, capacitatile educabililor, modalitatile si formele de prezentare Factorii care favorizeaza comunicarea didactica sunt si metodele de instruire si mijloacele de învatamânt, daca se pleaca de la ideea ca metodele si mijloacele de învatamânt includ si o dimensiune comunicativa O atentie deosebita se acorda si tipologiei feedbackului – factor major în comunicarea didactica Diversele forme de feedback nu sunt la fel de eficiente si nu sustin în aceeasi proportie comunicarea didactica E recomandat a se opta pentru modalitatile productive si care determina schimburile dintre educabili si educator Aceasta relatie si stilurile didactice se pot materializa în elemente de sustinere facilitând schimburile de informatii, de atitudini si opinii Factorii de natura sociala trebuie tratati cu real interes, mai ales, atunci când se doreste o ameliorare a comunicarii didactice III 3 Procesul instructiv – educativ ca act de comunicare Comunicarea didactica se defineste ca fiind o comunicare instrumentala orientata în vederea sustinerii unui proces sistematic de învatare În aceasta „interpretare” a comunicarii didactice se observa ca nu apar îngradiri ale continutului (învatarea poate fi centrata pe dobândirea de cunostinte, formari de deprinderi, motivatii, atitudini), de cadru institutional (comunicarea didactica poate exista si în afara procesului de învatare) sau privitoare la parteneri Actul de învatare confera unei comunicari statutul de comunicare didactica Astfel, comunicarea didactica apare si în prezenta urmatoarelor „perechi”: manual-elev, elev-elev, carte - persoana care învata etc Modelul comunicarii didactice este interactiv; are la baza numeroase coduri (gânduri, gusturi) Comunicarea este predominant verbala, se bazeaza pe dialogul scolar Dupa felul atitudinii (pozitiva sau negativa), ea poate facilita actul comunicarii didactice Comunicarea didactica este complexa si convergenta pentru ca faciliteaza realizarea mai multor sarcini didactice Verbalul informeaza prin cuvânt, paraverbalul atentioneaza prin intonatie, nonverbalul actioneaza prin gest Schema comunicarii este alcatuita din: - factorii comunicarii (actorii, agentii comunicarii); - distanta dintre acestia; - modul de asezare; - cadrul, contextul institutional; - situatia enuntiativa (interese, lectii); - repertoriile active sau latente Particularitati: - dimensiunea explicativa a discursului didactic este pronuntata deoarece acorda prioritate întelegerii informatiilor; - comunicarea didactica se structureaza conform logicii pedagogice (prima cerinta presupune facilitarea întelegerii unui adevar si nu doar enuntarea acestuia); - rolul activ pe care educatorul îl are fata de continuturile stiintifice cu care va opera (acesta actioneaza precum un filtru ce selectioneaza, organizeaza particular continuturile conform programei în vigoare si a manualului ales); - pericolul transferarii autoritatii de statut asupra continuturilor, având ca argument autoritatea (riscul ca un lucru sa fie perceput ca fiind adevarat sau fals deoarece provine de la o sursa „cu autoritate”); - combinarea formelor verbale – oral, scris, determina caracteristici: • de forma; • de ritm; • de continut - personalizarea continutului didactic (profesorul poate pune accentul pe una dintre dimensiunile comunicarii: cea de informare, cea pragmatica etc ) Competenta comunicationala pentru profesor presupune achizitii de cunostinte si abilitati din mai multe domenii: cunoasterea influentei contextului comunicational asupra continutului si formei comunicarii, precum si adaptarea la un anumit comportament de comunicare; cunoasterea regulilor de comunicare si a impactului tipurilor de comunicare - paraverbala si nonverbala - în comunicarea didactica; cunoasterea psihicului uman, în particular al elevului, abilitatea de a relationa cu acesta; cunoasterea mediilor culturale a interlocutorilor, fiind stiut ca limbajul nonverbal difera de la o cultura la alta, iar ce este eficient în comunicare pentru o cultura poate fi ineficient pentru alta O comunicare didactica eficienta impune respectarea de catre cei implicati a unor caracteristici: 1 Profesorul: • sa emita mesaje clare; • sa utilizeze un limbaj adecvat si accesibil elevilor; • sa structureze logic mesajele transmise; • sa prezinte interesant/captivant continutul instruirii; • sa asigure un climat propice comunicarii 2 Elevii: • sa se concentreze (pentru a recepta si întelege informatia emisa de profesor); • sa posede cunostinte asimilate anterior necesare învatarii; • sa aiba motivatie pentru a învata (în general, dar si la o anumita disciplina, în particular); • sa cunoasca limbajele ce sunt utilizate (de profesor, de calculator) În comunicarea didactica profesorul trebuie sa-i faca pe elevi sa simta ca are o vocatie în aceasta directie, ca este demn de încredere, ca, într-adevar,doreste un dialog autentic Competenta de comunicare se va demonstra si prin capacitatea de ascultare a educabililor Sunt apreciati profesorii care permit elevilor sa se exprime liber, care nu-i fac nici sa se simta judecati, nici manipulati, nici sfatuiti, ci cei care le ofera sentimentul de siguranta si libertatea comunicarii Activitati practic-aplicative Obiectivele activitatilor practic-educative: • analiza conceptelor: comunicare educationala – comunicare didactica, feedback – feed-forward; • elaborarea unei secvente didactice în care interlocutorii sa utilizeze diverse limbaje; • elaborarea unei situatii de învatare în care sa fie pusi în evidenta factorii care ajuta la eficientizarea comunicarii didactice; • conceperea unei formule de proiectare / realizare a procesului instructiv-educativ ca act de comunicare A1 Dezbateti în grupul dumneavoastra de lucru diferentele dintre momentele activitatii didactice cu specific de informare si cele cu specific de comunicare A 2 Construiti o secventa didactica care sa aiba la baza un schimb de mesaje între interlocutori realizat cu ajutorul unor limbaje verbale, nonverbale, paraverbale A 3 Lucrati în echipe pentru a stabili asemanari si deosebiri între feedback si feed-forward plecând de la experienta activitatilor didactice A 4 Construiti o situatie de învatare în care sa evidentiati factorii care ajuta la eficientizarea comunicarii didactice A 5 Realizati un „brainstorming” pentru a puncta caracteristicile comunicarii didactice A 6 Propuneti o formula originala de proiectare/realizare a procesului instructiv-educativ ca act de comunicare IV Aplicarea metodelor moderne în activitatea de predare – învatare – evaluare Obiectivele temei urmaresc: adaptarea strategiilor didactice pentru a permite utilizarea eficienta a mijloacelor si auxiliarelor didactice; adecvarea metodelor de predare –învatare-evaluare tipurilor de activitati; adoptarea metodelor si tehnicilor de cunoastere si activizare a elevilor IV 1 Procedee si tehnici de învatare Conceptul de învatare este utilizat în teoria instruirii si în psihologie, întelegând prin acest concept o activitate constienta ce are ca rezultate achizitia unor cunostinte Adoptând punctul de vedere pedagogic al metodelor si tehnicilor de învatare, vom analiza conditiile unui studiu intelectual eficient Consideram ca definitia lui Ioan Neacsu evidentiaza în maniera stiintifica, dar si concis, continutul învatarii, vazuta drept „o activitate cu valoare psihologica si pedagogica condusa si evaluata în mod direct sau indirect de educator, care consta în însusirea, transformarea, acomodarea, ameliorarea, reconstructia, fixarea si reproducerea constienta, progresiva, voluntara si interdependenta a cunostintelor, priceperilor, deprinderilor si atitudinilor” Se disting mai multe tipuri de învatare pe care le gasim explicate în lucrarile de specialitate, care se ierarhizeaza de la simplu la complex, actul învatarii depinzând de mai multi factori, între care: obiectivele operationale propuse, particularitatile elevilor, învatarea anterioara etc Învatarea presupune, asadar, o relatie între instruire, predare si însusire, dar conceptul cunoaste si un sens mai restrâns, ce se limiteaza la dobândirea de cunostinte sau achizitia de cunostinte si deprinderi Sintetizând: învatarea începe cu stabilirea unui scop; urmareste însusirea cunostintelor; este influentata de situatiile si conditiile în care se desfasoara; rezultatul ei depinde si de continutul stiintific; se realizeaza pe cale inductiva si deductiva; exista o logica a învatarii; situatia de instruire înglobeaza factorii pedagogici, psihologici si sociali Deducem astfel ca si în învatare, ca si în activitatea de predare, scopurile si obiectivele au un rol fundamental, iar situatia de învatare trebuie sa se finalizeze prin întelegerea corecta si rapida a continuturilor S-a evidentiat importanta mai multor procese psihologice în procesul învatarii între care: atentia, motivatia, memorarea pentru atingerea performantei Performanta memorarii este influentata de mai multi factori: respectarea unor verigi, etape; materialele coerente, bine organizate se retin mai usor; continutul si forma de prezentare se retin mai bine în ordine: culorile, cifrele, cuvintele concrete, imaginile, triunghiurile; pozitia elementului nou (sunt mai usor de retinut elementele de le început si sfârsit); volumul materialului (daca volumul materialului de memorat este mare, timpul si efortul necesare pentru retinerea lui cresc) IV 2 Clasificarea metodelor de instruire utilizate în predarea-învatarea limbii si literaturii române De-a lungul timpului, specialistii au realizat numeroase clasificari ale metodelor de instruire/învatare În sistemul educational actual, programele de educatie moderna nu se limiteaza la pregatirea pentru o profesie, ci îsi propun sa dezvolte si competente sociale, culturale, de comunicare, transdisciplinare si interdisciplinare etc Desi metodele bazate pe actiune pot conduce la o atingere mai rapida a obiectivelor, este dificil ca subiectul învatarii, elevul, aflat la începutul scolii, sa desfasoare activitati complicate De aceea, se începe cu însusirea unor notiuni fundamentale: socotitul, scrisul, cititul etc Sintetizând si operationalizând criteriile si principiile dupa care se structureaza metodele de învatamânt, s-au diferentiat trei mari categorii de metode utilizate în activitatea didactica, comune tuturor disciplinelor: Metodele de transmitere si însusire a valorilor culturii; Metode obiective sau intuitive; Metode operationale (centrate pe actiune practica) Prima categorie se divizeaza în trei grupe: I 1 Metode de comunicare orala; I 2 Metode de comunicare scrisa (utilizarea suportului de curs, manualul, auxiliarele); I 3 Metode de comunicare oral-vizuala În predarea disciplinei Limba si literatura româna se îmbina asa – numitele metode expozitive (povestirea, explicatia, descrierea, dezbaterea, expunerea) cu cele dialogate (conversatia, discutia libera, colocviul, dezbaterea, seminarul etc ) În contextul unei reformari a modalitatilor de predare, si în cazul disciplinei în discutie, se utilizeaza frecvent metodele bazate pe actiune, pe simulare, pe explorarea realitatii Tinde sa fie extinsa folosirea studiului de caz, a proiectului, jocului didactic, lucrarile practice, studiul comparativ, învatarea dramatizata, experimentul etc Si în spatiul limbii si literaturii române a patruns instruirea asistata de calculator, se utilizeaza softul educational IV 3 Metodele didactice interactive În nici un compartiment al metodicii disciplinei Limba si literatura româna nu s-au produs atâtea mutatii ca în perimetrul lectiei Manualele alternative propun o lectie fara etape sau faze, cu includerea în aceeasi unitate de timp a cunostintelor de teorie si istorie literara, vocabular, stilistica si teoria comunicarii Profesorului i se ofera o libertate deplina în a realiza si actualizarea, si însusirea, si fixarea, si evaluarea, elevii fiind antrenati mai mult în „jocuri didactice”, de stimulare a imaginatiei si creativitatii Lectia de literatura, mai mult decât oricare alt tip de lectie, poate fi considerata o unitate didactica în care elevii îsi modeleaza personalitatea, îsi largesc universul cultural, îsi cultiva sensibilitatea Putem considera, asadar, ca lectia de literatura este un drum al cunoasterii si al initierii, la finalul caruia elevul ajunge îmbogatit în plan formativ si informativ Nu exista, pentru nici un fel de lectie, o schema anume si manualele alternative reflecta varietatea structurilor De obicei, operele recomandate pentru analiza si interpretare necesita doua, trei sau chiar mai multe ore, de aceea continutul lor trebuie ordonat logic Neputând sa epuizeze în detaliu fiecare componenta a operei, lectia se va limita la unul - doua care le subordoneaza pe celelalte Tehnicile folosite în abordarea textului literar sunt multiple si pot fi grupate în: tehnici initiale (fotografii, înregistrari, jocuri de roluri), lucrul cu textul (rescrierea unui text, completarea unor sintagme, rezumare, alegerea unor variante interpretative, comentarii) si tehnici finale (producerea unor imagini ilustrative, referate, portofolii) Noile programe si manuale de limba româna cer o alta abordare a învatarii, accentul deplasându-se de pe continuturi pe competente, de pe reproducerea de cunostinte, pe operarea cu acestea Totodata, s-a modificat si abordarea evaluarii: se evalueaza procesul, nu produsul, altfel spus, profesorul trebuie „sa-l învete pe elev sa învete” Un rol important în aceasta noua viziune îl au metodele interactive de grup, care sunt modalitati moderne de stimulare a învatarii, instrumente didactice care favorizeaza schimbul de experiente, de cunostinte Dintre variantele de lucru în echipa se pot alege metode adecvate vârstei si nivelului de studiu: mozaicul, turneul între echipe, bingo, puzzle etc În procesul optimizarii activitatii instructiv-educative, pe lânga metodele cu aplicabilitate generalizata, se recurge la alternativele de instruire activa si interactiva prin care se urmareste implicarea activa a elevilor în procesul de învatare, însusirea strategiilor învatarii prin cooperare si înlaturarea rutinei, în special în cadrul lectiilor de literatura Se pot folosi alternative precum: termeni dati în avans, jurnalul cu dubla/tripla intrare, ghidurile de studiu, metoda cadranelor, ciorchinele, blazonul, diagrama Venn, acvariul, petalele, anticiparea, metoda SINELG, investigatia, horoscopul Câteva exemplificari si-ar gasi utilitatea: metoda blazonului, spre exemplu, s-ar putea utilitatea în lectiile de caracterizare a personajelor (Stavrache din nuvela În vreme de razboi, Cetateanul turmentat din O scrisoare pierduta); în cazul caracterizarii personajelor se poate utiliza eficient si metoda ciorchinelui, lucrându-se atât individual, cât si frontal sau în echipa Aceste metode sunt benefice întrucât stimuleaza creativitatea si gândirea critica, elimina memorarea mecanica, dirijeaza observatia spre esente, formarea deprinderii de a stabili conexiuni, formarea spiritului competitiv, dezvoltarea învatarii prin cooperare, crearea unui parteneriat elev-profesor Ca avantaje ale utilizarii acestor metode: creeaza un climat de cooperare; ajuta la sintetizarea continutului de informatii; pot fi folosite în diferite etape ale lectiei; asigura interdisciplinaritatea; dezvolta capacitatea critica; dezvolta capacitatea de evaluare si autoevaluare; încurajeaza munca în echipa IV 4 Metode de evaluare si autoevaluare Evaluarea este o componenta esentiala a activitatii didactice, de multe ori aceasta rezumându-se la notare (analitica sau holistica, globala) sau apreciere Evaluarea nu are ca scop doar notarea elevilor în functie de nivelul cunostintelor, masurarea randamentului scolar, ci presupune priceperi, deprinderi, aplicarea achizitiilor în situatii diferite, abilitati de transfer etc În procesul didactic se accepta existenta celor trei forme de evaluare: initiala, pe parcurs si finala, luând în considerare momentul în care se aplica Se cunoaste faptul ca evaluarea initiala sau predictiva are ca obiectiv stabilirea nivelului de cunostinte, deprinderi, abilitati pe care si le-au dezvoltat elevii Pe baza rezultatelor acesteia, profesorul îsi va elabora strategia didactica Evaluarea pe parcurs, cunoscuta si sub numele de evaluare formativa, urmareste progresul pe care îl realizeaza elevul, regleaza ritmul instruirii, surprinde efectul imediat al activitatii de învatare Evaluarea finala sau sumativa este utilizata pentru a testa nivelul instruirii la finalul unei unitati de învatare, la sfârsitul semestrului sau anului scolar Alaturi de aceste tipuri, se utilizeaza: evaluarea interna (în scoala) si cea externa (examene nationale, concursuri scolare, olimpiade) Exista si numeroase alte forme ale evaluarii care vizeaza fie domeniul, obiectul, accentul pus pe proces sau pe sistem, evaluatorul, momentul realizarii evaluarii, modelul de certificare, standardele, instrumentele utilizate Când se vorbeste despre evaluare, se pun în discutie: domeniul (vizeaza evaluarea capacitatilor, deprinderilor, aptitudinilor, atitudinilor); obiectul (vizeaza evaluarea performantelor si a procesului de învatare); evaluatorul (impune ca forme ale evaluarii autoevaluarea, evaluarea interna si cea externa); momentul realizarii evaluarii (fixeaza ca tipuri evaluarea initiala, continua si finala) Dintre tehnicile de evaluare, câteva sunt considerate reprezentative si generalizate: tehnica raspunsului scurt; tehnica alegerii duale; tehnica perechilor; tehnica alegerii multiple Evaluarea presupune o varietate de instrumente pe care profesorul le are la îndemâna si le poate utiliza în functie de tipul de evaluare: probe orale; probe scrise; probe practice; teste observarea sistematica a elevului pe baza foii de observatie sau a fisei de progres Acestor instrumente li se adauga cele alternative, tot mai des utilizate în lectia moderna: grila de evaluare; chestionarul; investigatia; portofoliul; referatul; proiectul; eseul; studiul de caz IV 4 1 Descrierea metodelor de evaluare utilizate la disciplina limba si literatura româna Limba si literatura româna, prin specificul sau umanist, impune îmbinarea metodelor consacrate de evaluare cu cele alternative/complementare Dintre metodele consacrate, observarea curenta este o tehnica simpla de evaluare care se poate realiza simultan cu predarea, profesorul urmarind cu atentie comportamentul elevilor pe parcursul întregului proces instructiv-educativ O alta metoda utilizata frecvent este ascultarea sau chestionarea orala, considerata o tehnica simpla si comoda, prin care profesorul estimeaza gradul de pregatire al elevilor prin întrebari Majoritatea specialistilor realizeaza o distinctie între ascultarea frontala si cea individuala Principalul avantaj al ascultarii consta în interventia directa în planul evaluarii, obtinerea imediata a raspunsului, posibilitatea de a corecta si completa raspunsul elevilor Ca dezavantaje se invoca subiectivitatea, pasivitatea clasei, timpul mare alocat examinarii unui singur elev Lucrarea scrisa este o forma de evaluare larg raspândita deoarece asigura un grad mai mare de obiectivitate prin acordarea unui punctaj clar Tot mai multi specialisti în evaluare recomanda extinderea utilizarii testelor de cunostinte ce presupun parcurgerea unor etape obligatorii: fixarea scopului evaluarii; formularea obiectivelor; selectarea tipului de evaluare; selectarea continuturilor; identificarea criteriilor de evaluare; elaborarea itemilor; administrarea testului; analiza rezultatelor Analizând functiile evaluarii, Adrian Stoica considera ca profesorul trebuie sa aiba în vedere urmatoarele întrebari pentru ca procesul de evaluare sa se desfasoare adecvat: „Cu ce scop evaluam? Ce evaluam? Pe cine evaluam? Cum evaluam? Când evaluam? Cu ce evaluam? Cine beneficiaza de rezultatele evaluarii?” În ultimii ani, un rol important în standardizarea si optimizarea activitatii de evaluare a elevilor îl are Serviciul National de Evaluare si Examinare Prin intermediul acestuia, s-a realizat o reforma a evaluarii care a condus la certificarea competentelor absolventilor prin examenele nationale IV 4 2 Descrierea unor metode alternative de evaluare Consideram necesara o trecere în revista a metodelor alternative/complementare de evaluare, cuprinse în cadrul unor strategii didactice complexe Dintre acestea, se regasesc tot mai frecvent în procesul didactic: scaunul autorului, procesul, sarpele, turneul între echipe, cadranele, posterul, colajul, turul galeriei, proiectul, portofoliul, eseul etc Aplicate adecvat, acestea sunt agreate de elevi Exemplificam câteva dintre ele: Metoda posterului – poate fi utilizata la investigarea aprofundata a unor teme, conceptii prin realizarea unui suport vizual în scopul fixarii ideilor si a punctelor de vedere proprii; elevii pot folosi colajul, fondul muzical, cromatica, fotografia, antrenându-si astfel creativitatea si imaginatia De asemenea, se dezvolta capacitatea acestora de a lucra în echipa si de a comunica Turul galeriei – este o metoda activa si interactiva prin care se valorifica produsele realizate de elevi, ce presupune consemnarea într-o foaie de impresii, pe grupe, comentarea exponatelor, ierarhizarea si evaluarea; Metoda proiectului – presupune o investigatie ampla (individuala sau de grup) Profesorul stabileste standardele de realizare si evaluare a proiectului De regula, se evalueaza: metodele de lucru, parcurgerea si utilizarea bibliografiei, corectitudinea, organizarea ideilor, calitatea prezentarii etc La initierea proiectului se stabilesc tema, obiectivele, echipele de lucru, sarcinile, data finalizarii, bibliografia Metoda portofoliului – însumeaza produse obtinute prin metode si tehnici de evaluare variate: analize, sinteze, eseuri, postere, colaje, miniproiecte, fise de lectura, teme revizuite etc În concluzie, o activitate de predare – învatare-evaluare eficienta motiveaza elevii, le sporeste stima fata de ei însisi, dezvolta toate laturile personalitatii lor, stimuleaza creativitatea, îi pregateste pentru integrarea sociala si profesionala Activitati practic-aplicative Obiectivele activitatilor practic-educative: Participantii: vor concepe strategii didactice adecvate sarcinilor propuse; vor analiza avantajele si dezavantajele metodelor de predare - învatare; vor formula obiectivele operationale adecvate tipului de scenariu didactic; vor selecta strategii stimulative în conceperea demersului didactic; vor reflecta asupra propriului proces de învatare; A1 Concepeti patru scenarii didactice: trei pentru lectii de literatura si unul pentru o lectie de limba (toate trebuie sa faca parte din aceeasi unitate de învatare) în care sa folositi metode diferite de învatare - evaluare Scenariile didactice propuse vor fi redactate pornind de la urmatoarele aspecte: identificarea competentelor din programa adecvate continuturilor studiate; coerenta demersului didactic (coerenta generala a proiectului si legaturile între diversele secvente didactice); decuparea clara a secventelor didactice: punerea în context; desfasurarea; încheierea/reflectia; activitati stimulative, de tip formativ si care antreneaza cât mai multi elevi prin forme diverse de organizare a clasei; activitati care vizeaza în mod nemijlocit obiectivele / competentele selectate; materiale-resursa folosite (hand-out, texte, suport vizual sau auditiv); continut stiintific (explicatii stiintifice / definitii corecte); legatura / continuitatea dintre proiectele de lectie si proiectul unitatii de învatare, respectiv planificarea calendaristica A2 Concepeti o proba de evaluare de parcurs si o proba de evaluare sumativa/ finala Probele de evaluare – formativa si sumativa – propuse pentru unitatea de învatare proiectata vor fi redactate tinând cont de urmatoarele aspecte: identificarea obiectivelor/competentelor de evaluare, în concordanta cu obiectivele/competentele formate în timpul lectiilor parcurse în unitatea de învatare aleasa; selectarea itemilor potriviti obiectivelor/competentelor vizate; îmbinarea armonioasa a itemilor de evaluare; folosirea unor forme variate de evaluare; formularea clara a cerintelor de evaluare A3 Realizati analiza unei metode de învatare si a unei metode de evaluare, evidentiind avantajele si dezavantajele fiecareia V Utilizarea de tehnici de stimulare a creativitatii si a motivatiei în învatare Competente specifice modului: • Stapânirea conceptelor si teoriilor moderne privind formarea ,,schemelor de actiune” si a capacitatilor de cunoastere • Utilizarea de tehnici de stimulare a creativitatii si a motivatiei în învatare Obiective modulului: Participantii: • vor analiza tehnicile de stimulare a creativitatii si a motivatiei în învatare; • vor integra în activitatea didactica metodele de stimulare a creativitatii elevilor; • vor crea exemple de secvente didactice în care sa foloseasca tehnici de stimulare a creativitatii; • vor împartasi exemple de buna practica; • vor explora resursele disponibile pe Internet pe care sa le utilizeze în activitatile de documentare, comunicare si colaborare; • vor crea materiale de sprijin pentru a sustine învatarea; • vor reflecta asupra propriei învatari V 1 Creativitatea V 1 1 Definitia creativitatii Cunoscuta mai ales ca o problema a psihologiei moderne, creativitatea este un atribut, o capacitate sau o functie a personalitatii, în general, si a unor aptitudini sau procese psihice, în special Circuitul stiintific a început sa vehiculeze conceptul creativitate prin intermediul sociologului de origine româna J L Moreno (1892 – 1974), cu referire la metoda sociometrica pe care acesta a definit-o Mai târziu s-a considerat creativitatea drept capacitatea de a remodela datele percepute de constiinta într-o maniera personala Schaub si Zenke sustin ca gândirea productiva si divergenta sunt elemente componente ale gândirii creative (Schaub si Zenke, 2001, pag 52) În literatura de specialitate, creativitatea este considerata o functie a psihicului care face posibila creatia, sub forma unui produs nematerial sau material Numerosi cercetatori sustin ca, în psihologie, termenul a fost introdus în anul 1937 de G Allport, conceptual semnificând capacitatea de a produce noul, sau desemnând predispozitia generala a personalitatii umane spre nou, precum si o anumita organizare a proceselor psihice în sistemul personalitatii Astazi sunt recunoscute trei criterii pentru definirea modului de gândire creativ: a) ineditul comportamental; b) produsele acestui tip de raportare la realitate trebuie sa aiba o finalitate; c) creatia trebuie sa implice o elaborare a unei intuitii neasteptate, a carei abordare sa fie coerenta cu sine Pe de alta parte, alti oameni de stiinta sustin ca fenomenul creativitatii poate fi echivalent cu o gândire flexibila Cu toate acestea nu se poate confunda un comportament definit prin creativitate cu un mod de gândire divergent, caci s-a demonstrat ca multi oameni cu o gândire neobisnuita nu au fost niciodata creativi Din perspectiva didactica, un elev creativ este acela care, cel putin într-un domeniu de studiu, rezolva probleme si ofera solutii logice, fara ajutor, într-un mod eficient si într-o maniera nonconformista Însusirile creativitatii a) Fluiditatea - posibilitatea de a crea mental, în scurt timp, un univers imagistic; sunt indivizi care ne surprind prin „bogatia” de idei, viziuni, unele total nastrusnice, dar pe care noi nu ni le-am putea imagina b) Plasticitatea-consta în usurinta de a schimba punctul de vedere, modul de raportare la un dat al realitatii, în conditiile dovedirii inoperante a unui mod de abordare comun c) Originalitatea este expresia noutatii, a inovatiei; ea se poate constata când vrem sa testam posibilitatile cuiva, ,,prin raritatea, raportata la alte raspunsuri similare, a unei reactii, a unor concepte” Neîndoielnic, ne gândim la raritatea a ceva util, altfel ar trebui sa apreciem bolnavii mintal, care au un mod de a gândi aberant, neobisnuit Fiecare dintre aceste trei însusiri are însemnatatea ei; caracteristica principala ramâne originalitatea, ea garantând valoarea finalitatii demersului creator O gândire creatoare implica dezvoltarea unei serii de abilitati cum ar fi: evaluarea (aptitudinea de a intui problemele si de a observa elementele lipsa), gândirea divergenta (cea care face posibila obtinerea de solutii multiple la o problema) si capacitatea de a redefini problemele Putem considera drept învatare creatoare demersul definit prin procesul natural al curiozitatii si dorintei de a cunoaste În contrast, învatarea bazata pe autoritate cere elevilor o serie de abilitati de gândire ca: recunoasterea, memorarea, rationamentul strict S-a constatat ca, adeseori, copiii aleg învatarea într-o maniera creativa, si resping memorizarea informatiei oferite de profesori în maniera traditionala V 2 Tipuri/Niveluri ale creativitatii Creativitatea îmbraca mai multe forme de manifestare, în functie de caracteristicile domeniului în care se manifesta Creativitatea poate avea fatete multiple, chiar daca ne raportam la acelasi domeniu În functie de domeniul de activitate, se pot distinge: creativitate tehnica, didactica, artistica, militara etc În ceea ce priveste nivelurile creativitatii, Calvin W Taylor propune existenta a cinci astfel de niveluri: expresiva, definita prin absenta unor preocupari speciale în ceea ce priveste calitatea rezultatului – este implicata predominant în arta; poate fi prezenta de timpuriu; tehnica sau productiva, consta în dovedirea unor priceperi si deprinderi speciale, care au ca rezultat produse care vizeaza perfectiunea; în cadrul acestora, aproape lipsesc elementele de spontaneitate, caracteristice primului tip de creativitate; inventiva, care presupune raportarea inedita la produse existente, materiale, elemente ale realitatii; sunt posibile astfel inventiile; inovativa, care se refera la abilitatea de a depasi unele principii de baza definite anterior sau care permit solutii ingenioase de interpretare a realitatii; acest tip de creativitate este specifica unei minoritati; emergenta, care se manifesta la genii si care încorporeaza calitatea excelentei deosebite; realizarile acestora depasesc granitele unui singur domeniu de activitate, asumându-si drept caracteristica universalitatea si perenitatea V 3 Rolul si factorii creativitatii Literatura de specialitate (T Amabile) vorbeste despre existenta a trei factori de care depinde creativitatea unei persoane într-un anumit domeniu: 1 Deprinderile specifice domeniului Acestea reprezinta resursele talentului, educatiei si experientei într-o anumita sfera a cunoasterii; într-o anumita masura, aceste date definesc fiinta înainte de a se naste Educatia si experienta pot face mult pentru dezvoltarea unor talente; se stie însa ca orice talent trebuie cultivat, oricât de intensa ar fi manifestarea lui 2 Gândirea creativa si deprinderile de lucru Folosirea deprinderilor într-un anumit domeniu, în mod diferit, depinde în buna masura de stilurile de lucru, de modul de gândire si chiar de particularitatile personalitatii fiecaruia Se pare ca unele facultati ale gândirii sunt mostenite genetic, dar sunt si ipostazieri ale gândirii creative – este vorba despre stilurile de lucru – a caror ameliorare poate fi realizata prin educatie si prin experienta Un stil de lucru creativ este marcat de: - dorinta de a realiza lucruri bune; - puterea de a focaliza eforturile si a atentia într-un timp mai îndelungat; - abandonarea ideilor nefezabile, amânarea problemelor aparent insurmontabile; - perseverenta în fata dificultatilor; - dorinta de a munci cu daruire Unele persoane sunt în mod natural mai înclinate spre gândirea creativa Trasaturile-cheie ale persoanelor cu niveluri înalte de creativitate sunt: - un program de munca disciplinat - perseverenta, chiar si în caz de frustrare; - independenta; - netolerarea situatiilor neclare; - abandonul conformismului fata de stereotipurile societatii; - motivarea proprie pentru o munca de calitate; - dispozitia de asumare a riscurilor 3 Motivatia intrinseca Aceasta reprezinta energia ce pune în miscare activitatea creativa Motivatia intrinseca poate fi si ea, într-o anumita masura, înnascuta Dar ea este legata în buna masura de realitatea sociala care defineste existenta persoanei Motivatia intrinseca a cuiva este dependenta de interesul pentru o sarcina de lucru sau alta, ori de referentul social la care se raporteaza individul Interesul poate fi asadar considerat o coordonata a motivatiei intrinseci Acestuia i se adauga anumite competente pe care persoana le are într-un domeniu Elementele definitorii ale creativitatii pot fi grupate si dupa alte criterii: A Factorii de mediu au în vedere: - existenta unei cereri sociale, în directia creatiei tehnice, stiintifice, artistice; - un anumit nivel al evolutiei disciplinelor sau domeniilor stiintifice, tehnice, artistice; - existenta unor scoli de gândire pe anumite domenii, în cadrul carora se manifesta o influenta a predecesorilor si a profesorilor, a „numelor mari” asupra aspirantilor B Factorii individuali (psihici) vizeaza componentele care tin de personalitatea individului Apartin acestei categorii: 1 Volumul cunostintelor înmagazinate, respectiv al memoriei individuale, si dimensiunea experientei au o mare influenta mare asupra posibilitatilor de creatie În acest context, este importanta si varietatea cunostintelor Se cunosc multe cazuri când solutionarea unor probleme specifice unui domeniu a reusit prin analogie cu evenimente identificate în cazul altei discipline Iata care este unul dintre fundamentele educatiei, pentru formarea unei solide culturi generale în învatamânt Pot fi distinse doua feluri de experiente: • experienta directa, obtinuta prin observarea fenomenelor sau prin discutii personale cu specialistii; • experienta indirecta, obtinuta prin lectura unor carti ori audierea de expuneri 2 Creativitatea unei persoane mai poate fi influentata si de inteligenta si nivelul gândirii sale Desi inteligenta nu se identifica cu creativitatea, nu trebuie sa ignoram rolul acesteia în complexul creator De obicei, inteligenta este mai importanta în domeniul creatiei stiintifice, având însa un rol mai redus în arta 3 Creativitatea presupune, în al treilea rând, o vointa ferma si perseverenta Cine se descurajeaza usor si nu e capabil sa dea piept cu greutatile nu înregistreaza progrese reprezentative 4 Un alt factor intelectual ce influenteaza creativitatea este stilul perceptiv, aprehensiunea Este vorba despre o coordonata ce determina maniera de reactie cognitiva la problemele care urmeaza a fi rezolvate Acest lucru este important, pentru ca este o sursa de reinterpretare a realitatii 5 Existenta unei motivatii puternice constituie un alt factor individual cu influenta majora asupra creativitatii 6 În sfârsit, cel mai important factor individual al creativitatii este considerat a fi imaginatia V 4 Fazele procesului de creatie În desfasurarea actului creator distingem mai multe faze, pe care cercetatorii le-au identificat folosind ca suport propriul act creator Semnificative sunt patru etape: preparatia, incubatia, inspiratia si verificarea 1 Preparatia sau munca pregatitoare este faza initiala a oricarui act de creatie Este necesara o pregatire constienta, adeseori intensa si îndelungata, când se acumuleaza informatii si materiale cerute de creatie, când se proiecteaza coordonatele produsului creator 2 Incubatia este perioada de framântari, de cautari ale solutiei Se realizeaza experimente, se încearca solutii Vorbim acum de o perioada saturata puternic din punct de vedere afectiv, fiind traita ca o asteptare plina de nelinisti si sperante Rezultatele noi se lasa asteptate, uneori pentru perioade lungi 3 Inspiratia sau iluminarea este momentul aparitiei ideii noi, când creativitatea se manifesta pe deplin Este începutul executiei, întruchiparii ideii în forma concreta Este concentrarea fortelor si aptitudinilor creatorului, a focalizarii atentiei asupra obiectului creatiei Inspiratia poate sa apara si în mod brusc, când nu este asteptata, ca din senin 4 Finalizarea actului creator presupune verificarea/revizuirea întregului proces si confruntarea lui cu realitatea obiectiva Atunci când rezultatele sunt nesatisfacatoare, este necesara reluarea ciclului V 5 Blocajele creativitatii Pentru stimularea creativitatii mai întâi trebuie combatute anumite obstacole care jeneaza manifestarea ei Asemenea obstacole exterioare sau inerente comportamentului creativ al individului poarta denumirea de blocaje Evidentiem câteva categorii mari de blocaje Blocajele sociale Conformismul are legatura cu dorinta oamenilor ca toti cei din jur sa rationeze asemenea lor Posesorii unor idei ori ai unui comportament neobisnuit sunt priviti cu suspiciune si chiar cu dezaprobare În general, în anumite tipuri de societati se manifesta o neîncredere în fantezie si o pretuire exagerata a ratiunii si logicii Blocajele metodologice Gândirea este cea care produce astfel de blocaje Îi putem asocia: - Fixitatea algoritmilor anteriori Oamenii se raporteaza la societate, la mentalitati si acest lucru îi face sa actioneze conform unor modele de gândire rigide, a unor algoritmi care se conformeaza unei tendinte de a simplifica cât mai mult modalitatile individului de a interactiona cu mediul; acesti algoritmi, utili din perspectiva interrelationarii simplificate, nu sunt neaparat cele mai potrivite cai de gândire a realitatii În stiinta, rigiditatea unor astfel de algoritmi de gândire a împietat dezvoltarea unor drumuri noi în cercetare - Rigiditatea functionala se refera la utilizarea uneltelor, obiectelor, conform functiei lor obisnuite ( nu ne vine în minte sa le utilizam altfel) - Analiza critica a ideilor, evidentiata de Alex Osborn (1888-1966), în cadrul unui cunoscut model de stimulare a creativitatii, se refera la tendinta generala de a filtra analitic, critic solutiile propuse pentru rezolvarea unei probleme, fara a se tine seama de faptul ca aceasta critica prematura poate bloca înflorirea altor idei ce ar deveni solutii viabile Blocajele emotive Au în vedere influenta semnificativa a factorilor emotivi în ceea ce priveste complexul creator Inhibitia provocata de un potential ridicol genereaza neputinta dezvoltarii unei idei creative Sa nu uitam acceptarea pripita a celei dintâi idei exprimate, ca fiind valabila, lucru care provoaca ignorarea unor posibile solutii, mai creative În sfârsit, unii indivizi se descurajeaza rapid, nu fac fata emotiilor, stiut fiind faptul ca munca de creatie este solicitanta si îndelungata Exista solutii pentru îndepartarea blocajelor? În vederea eliminarii lor si pentru stimularea creativitatii pot fi evidentiate doua categorii importante de moduri de actiune În primul rând, este vorba înlaturarea barierelor mentionate mai sus, cât mai timpuriu, cu ajutorul familiei si al scolii, intervenind direct asupra copiilor Asadar, un rol important revine parintilor si profesorilor Pot fi enumerate câteva atitudini ale parintilor si profesorilor care pot încuraja creativitatea copiilor: - Absenta unei manifestari explicite a autoritatii, limitarea numarului de restrictii asupra copiilor - Posibilitatea ca parintii sa manifeste încredere si respect fata de capacitatile copiilor, investitiile emotionale în unicitatea personalitatii lor Acestia îsi consolideaza încrederea în sine în ceea ce priveste asumarea riscurilor si originalitatea - Cenzurarea emotivitatii, pentru ca dependenta copiilor fata de parinti sa fie limitata, fara ca ei sa creada ca nu sunt iubiti si acceptati - Copiilor trebuie sa li se predea valori, nu reguli - în loc sa emita reguli specifice, parintii si profesorii trebuie sa ofere un set clar de valori morale; adultii trebuie sa demonstreze ca respecta valorile promovate si, în absenta constrângerilor, copiii si le vor asuma la rândul lor - Evidentierea creativitatii - copiii înalt creativi spun ca se simt puternic încurajati de parinti în realizarea activitatilor creative, în timp ce parintii apreciaza modalitatea creativa în care se manifesta copiii - Spiritul ludic, umorul - s-a constatat într-un studiu ca în familiile care au copii creativi, simtul umorului este foarte prezent Aceasta atmosfera are rolul de a întretine un tonus psihic crescut, de eliminare a oricarui fel de stres Dizolvarea blocajelor si cultivarea creativitatii prin intermediul scolii impune o filosofie a predarii care dezvolta comportamentul creativ al copiilor: • Elevilor de orice vârsta trebuie sa li se cultive convingerea ca învatarea este foarte importanta si foarte placuta • Elevii trebuie sa învete activ Ei ar trebui sa fie încurajati sa propuna propriile interese, experiente, idei • O atmosfera relaxata, stimulativa, absenta tensiunilor artificiale sunt alte solutii • Elevii nu trebuie sa vada în profesori instrumente coercitive, idoli sau supraveghetori intransigenti ai esecurilor lor Copiii trebuie sa-si respecte profesorii, dar trebuie sa se si simta bine alaturi de ei • Copiilor le este necesara libertatea de a se exprima în prezenta profesorilor, dar si a colegilor • Într-un colectiv, stimularea responsabilitatii fiecarui membru, cultivarea cooperarii pot fi mai utile decât o competitie care limiteaza spiritul de echipa • Experientele educative ar trebui sa fie cât mai apropiate de experientele cotidiene ale copiilor Ei trebuie sa aiba atât putere, cât si responsabilitati în clasa V 6 Dezvoltarea creativitatii elevilor; traditional/versus/modern V 6 1 Cum diagnosticam creativitatea elevilor? În ultimul timp nu se realizeaza o distinctie evidenta între o persoana comuna, în ceea ce priveste modul de gândire, si una creativa Oricine poate face o îmbunatatire în munca sa, o mica inovatie sau inventie Plecând de la aceasta premisa, predictia si diagnoza capacitatii creative a elevilor este unul dintre aspectele importante ale activitatii profesorilor, indiferent de specialitatea lor Exista o serie de elemente analizabile atunci când ne referim a maniera de predictie a creativitatii elevilor, cât si modul în care aceasta se manifesta Problematica psihopedagogica a creativitatii se manifesta prin enumerarea unor principii, tehnici si procedee Analizând conceptul din punct de vedere al psihologiei comunicarii, cercetatorul Jean Claude-Abric (2002, pag 119) sustine ca principiile de baza ale creativitatii în grup sunt: relatiile dintre membrii grupului, absenta unei atitudini evaluative între acestia, caracterul eterogen al echipei si, nu în ultimul rând, implicarea ei în activitati specifice, care sa dezvolte spiritul ludic Din perspectiva didacticii postmoderne, metodele de dezvoltare a creativitatii, precum: brainstormingul, sinectica, metoda Phillips 6-6 dezvoltarea panel, debate, ca forme de dezbatere apartinând metodelor interogative 1 Dupa ce o perioada îndelungata s-a facut o legatura între succesul scolar si creativitatea elevilor, acum s-a ajuns la concluzia ca rezultatele acestora în cadru institutionalizat nu reprezinta un criteriu obiectiv pentru definirea si investigarea a creativitatii elevilor Urmarindu-se corelatia statistica dintre randamentul scolar si creativitate se observa ca relatia dintre aceste doua elemente este valida la copiii în vârsta 11-12 ani si 14-15 ani Corelatia îsi gaseste explicatia în doua premise: dezvoltarea fluiditatii verbale în relatie cu functiile gândirii la categoriile de vârsta mentionate, respectiv faptului ca învatamântul nostru este înca dominant verbal, oferind sarcini care presupun existenta acestei aptitudini S-a încercat, în urma unor analize stiintifice, sa se evidentieze faptul ca, în învatamântul românesc, sansele de a obtine un randament scolar superior sunt favorabile pentru cei care exceleaza prin inteligenta (îndeosebi o inteligenta de tip logico-matematic), fata de elevii care sunt creativi Statistica pare sa ne demonstreze asadar ca o corelatie între inteligenta si creativitate nu este obligatorie pentru succesul scolar Altfel spus, creativitatea elevilor se poate manifesta si neînsotita de o inteligenta superioara Comportamentele care pot indica prezenta creativitatii în cazul elevilor sunt: ajungerea, prin metode proprii, la descoperirea unor adevaruri stiute, identificarea unor solutii originale si inedite în rezolvarea diferitelor probleme; învatarea de tip logic; aplicarea cu usurinta a cunostintelor în practica; realizarea conexiunilor între informatiile predate la diferite obiecte de învatamânt; formarea rapida a priceperilor si deprinderilor O dependenta evidenta exista între modul de organizare si de orientare a procesului didactic si dezvoltarea gândirii creatoare Un viciu al acestui proces poate genera o gândire cliseistica Daca profesorul se multumeste cu reproducerea textuala, de catre elevi sau studenti, a informatiilor si acorda note mari doar pentru abilitatea de a reda materialul, înteles ori nu, educabilii vor considera suficienta aceasta reproducere si nu se vor stradui sa prezinte materialul consultat (notite, manual, bibliografie) într-o forma personala, sa gândeasca asupra lui, sa caute solutii originale etc Evident, altele vor fi rezultatele atunci când este evaluata si stimulata corespunzator creativitatea, dorinta de a gasi solutii originale, de a gândi independent Se stie ca, în grup, eficienta activitatii creste; o gândire este mai productiva atunci când problemele sunt abordate din perspectiva grupului, si nu a individului Ceea ce determina, în primul rând, productivitatea mai mare a grupului, este marirea flexibilitatii gândirii subiectilor în conditiile lucrului în grup Dat fiind faptul ca orientarea cognitiva a subiectilor poate fi diferita, în cursul rezolvarii are loc o deconstructie a cliseelor Relatia din cadrul grupului determina o marire a flexibilitatii gândirii fiecarui membru al grupului, ceea ce duce la o anumita usurinta în eliminarea dificultatilor 2 Creativitatea poate fi indicata si de rezultatele pe care un elev le obtine la o anumita disciplina, de usurinta cu care elevul gestioneaza o anumita materie, respectiv modul de a obtine rezultate deosebite 3 Activitatile extracurriculare S-a demonstrat faptul ca aceste activitati sunt relevante pentru evidentierea creativitatii elevilor În ciuda încercarilor pe care le face pentru a se moderniza, scoala este deseori un spatiu care nu încurajeaza modalitatile de manifestare a capacitatilor personale De aceea, modul de manifestare a elevului în afara programului scolar poate cuantifica si capacitatea creatoare a acestuia 4 Relatia dintre vârsta si creativitatea elevilor În forma sa artistica, expresiva creativitatea defineste orice vârsta Alte modalitati de exprimare a creativitatii pot fi evidentiate urmarindu-se elementele de noutate si originalitate ale productiilor elevilor Tendinta de creativitate la copil este prezenta chiar si în cazul în care ipostaze ale creativitatii se manifesta într-o proportie mai redusa decât cele care presupun reproducerea Elevul de vârsta mica dovedeste creativitate atunci când se straduieste sa identifice singur modalitati de abordare a noilor situatii Colorarea unui desen altfel decât o fac toti ceilalti, încheierea originala a unei povestiri sunt exemple de manifestare a creativitatii Când copilul creste, creativitatea se manifesta la alte paliere, permise de o dezvoltare psihica si cognitiva superioare Acum creativitatea se poate manifesta atât la scoala, cât si în cazul activitatilor extracurriculare În adolescenta, dezvoltarea diverselor procese psihice si cognitive care pot contribui la conturarea imaginatiei se încheie, iar factorii specifici creativitatii adulte sunt gata constituiti 5 Alte mijloace de predictie a creativitatii ar fi: • usurinta cu care gaseste modalitati atractive de a-si ocupa timpul liber; • preferinta pentru o vestimentatie deosebita, care iese din tiparele vârstei; • capacitatea de a identifica în lucrurile obisnuite surse ale amuzamentului; • dispozitia ludica; • tendinta de a desena în timpul orei Acesti predictori enumerati reprezinta obiectivari ale creativitatii în fenomene palpabile si, deci, accesibile, dar cu caracter nespecific, ele putând genera coordonate aproximative ale creativitatii Daca ne referim la mediul scolar, creativitatea copiilor poate fi evaluata astfel: 1 Studierea rezultatelor activitatii (cele desfasurate în cadru organizat, la scoala si cele din afara scolii) 2 Studiul de caz - are dubla utilizare atât ca diagnosticare, cât si drept modalitate de incitare a creativitatii 3 Metoda aprecierii (a interevaluarii sau autoaprecierii) - are o dubla functionalitate: este mijloc de identificare a performantelor creative si reprezinta un cuantificator prin care se confirma produsele obtinute prin intermediul testelor de creativitate Metoda utilizeaza trei tehnici distincte: - se identifica primul si ultimul elev dintr-un colectiv din perspective rezultatelor la o anumita disciplina/domeniu; - sunt clasificati si ierarhizati toti elevii; - sunt evaluati, prin note, elevii, în functie de o anumita exigenta comportamentala sau de performanta 4 Metoda testelor De remarcat varietatea opiniilor în acest sens-fie sunt considerate variante ale testelor de inteligenta, fie modalitati de a investiga zone greu accesibile altor probe V 6 2 Traditional/versus/modern în stimularea creativitatii De multe ori, una dintre principalele metode de lucru în clasa este expunerea didactica Didactica moderna a demonstrat ca aceasta metoda nu este suficienta pentru asimilarea cunostintelor De fapt, învatarea presupune mult mai mult Învatamântul centrat pe aceasta metoda a fost aspru criticat din cauza discrepantei dintre cunostintele achizitionate în scoala si lumea exterioara Cauza o reprezinta faptul ca elevul înca este considerat obiect al învatarii si modalitatea conservatoare de evaluare, care presupune de multe ori reproducerea unor continuturi Gradul înalt de generalitate al lectiilor, abstractizarea excesiva, tendinta unor profesori de a preda cât mai multa informatie, deseori depasind programa scolara, nu raspund nevoii de flexibilizare si diversificare a gândirii elevilor Încercarile elevilor de iesire din tipare, prin raspunsuri nonconformiste sunt deseori traduse drept încalcari ale regulilor, care, de fapt, închisteaza creativitatea Ca o reactie la aceste tendinte, înca de la începutul sec al XX-lea, s-a criticat pasivitatea întretinuta a elevilor în procesul educatiei, considerându-se scoala drept o lume fara conexiuni în planul realitatii, iar planurile si programele de învatamânt rigide Au fost dezvoltate metode si modele noi, printre ele numarându-se si metoda proiectelor Elevii erau îndemnati si sustinuti sa-si exprime interesele de studiu în mod deschis, fara nicio conditionare legata de materie sau de programa Apoi, cu sprijinul profesorului, elevii urmareau sa dezvolte proiectul care aborda o problematica anume Sursele de informare, bibliografia erau stabilite clar de la început Odata finalizat proiectul, elevul avea posibilitatea de a-si alege altul Aparent focalizata pe interesul elevului, metoda prezinta si limite, deoarece relativismul în abordare si evaluare era destul de mare, iar interesele elevilor nu erau întotdeauna în acord cu finalitatile educationale Astfel, s-a renuntat la aceasta forma de organizare Anumite sisteme educationale folosesc o varianta îmbunatatita a acestei metode Astfel, metoda proiectelor individuale este folosita pentru a parcurge, în maniera individualizata, continuturi de învatare clare si bine precizate prin programe În ultima vreme, autorii de manuale propun elevilor si profesorilor suporturi în vederea identificarii unor surse de informatii suplimentare, inclusiv surse web Elevii realizeaza proiectele îndrumati de profesor, în functie de capacitatea proprie, de interesele cognitive dar si de capacitatile individuale Validarea activitatii genereaza posibilitatea abordarii unui nou proiect Se încearca prin aceste modalitati dezvoltarea creativitatii si a gândirii elevului, transformându-l pe acesta din obiect în subiect al învatarii Propunerea dezvoltata anterior este forma individuala de organizare a învatamântului Pe lânga aceasta, poate fi utilizata si organizarea activitatii pe grupe mici (4-5 elevi) Aceste doua metode reprezinta alternative la forma frontala de organizare a învatamântului, în care profesorul lucreaza cu întreaga clasa simultan si elevul e prea putin activ Didactica moderna ofera, printre altele, drept metode principale de predare-învatare problematizarea si învatarea prin descoperire Aceste metode urmaresc transmiterea noilor cunostinte elevilor sub forma unor situatii practice care sa ridice probleme Idealul ar fi ca subiectul învatarii sa fie obisnuit sa gaseasca probleme, a caror rezolvare sa fie urmarea fireasca Psihologia contemporana a scos în evidenta avantajele lucrului în grup si ale învatarii prin cooperare Mai întâi s-a constatat ca, lucrând în grup, sunt identificate mult mai multe idei decât individual O idee a unui membru al grupului poate fi preluata de un altul si dezvoltata într-o maniera creativa Cele mai importante probleme referitoare la aceasta metoda se refera la faptul ca astfel de activitati sunt cronofage si presupun o selectare atenta a continuturilor învatarii În aceste conditii, expunerea didactica nu poate fi complet eliminata Dar si o lectie bazata pe expunere poate fi activa, cu conditia ca ea sa vina în întâmpinarea unor probleme identificate fie de profesor, fie chiar de elev Problematizarea continuturilor poate fi astfel o alternativa viabila în vederea eficientizarii expunerii si a dezvoltarii gândirii creative a elevilor Nu trebuie ignorat faptul ca inovarea la nivelul metodelor si procedeelor didactice presupune schimbari la toate nivelurile procesului educational: de la organizare si dotare materiala a învatamântului, pâna la aspecte privind continuturile învatamântului si evaluarea Implicatiile sunt multiple si numeroase; activizarea elevului, modalitatile de stimulare a gândirii lui trebuie sa fie însotite de noi metode de evaluare (reproducerea informatiilor a devenit, de mult timp, caduca) V 7 1 Metode pentru stimularea creativitatii Cea de-a doua modalitate de înlaturare a blocajelor creativitatii se refera la folosirea unor metode de dezvoltare a creativitatii de grup, care favorizeaza asociatia libera a ideilor, ajuta indivizii sa se relaxeze, sa minimalizeze spiritul critic si sa genereze idei provocatoare Amintim, printre acestea, urmatoarele: • Brainstorming-ul ori „furtuna în creier” este o metoda interactiva de dezvoltare de idei noi ce rezulta din dialogul dezvoltat de interlocutori, fiecare venind cu anumite sugestii Finalitatea dialogului este concretizata în alegerea celei mai bune solutii de rezolvare a situatiei dezbatute • Sinectica este numita si metoda analogiilor sau metoda asociatiilor de idei Termenul de sinectica provine din grecescul synecticos („syn” – „a aduce împreuna” si „ecticos” – „elemente diverse”), sugerând mecanismul de functionare a metodei: idei care nu par sa aiba legatura între ele sunt asociate, prin analogie dezvoltându-se creativitatea participantilor • Tehnica 6/3/5 este asemanatoare brainstorming-ului Ideile noi însa se consemneaza pe hârtie, care circula între participanti Metoda mai este numita brainwriting De ce se numeste astfel aceasta metoda? Raspunsul este simplu: cei 6 membri din grup consemneaza pe hârtie 3 solutii, pentru o problema indicata, timpul de lucru la o problema fiind 5 minute • Metoda Philips 6/6 (poarta numele celui care a testat-o) si este asemanatoare celor anterioare, cu deosebirea ca timpul de lucru este de 6 minute pentru cei 6 participanti • Metoda panel – este o metoda de stimulare a creativitatii prin folosirea unui grup de experti Denumirea provine din grecescul “panel”, însemnând “panou” Metoda propune expertilor din diverse domenii rezolvarea unei probleme fara legatura cu specializarea lor În activitatea didactica zilnica, metoda se poate materializa prin intermediul lucrului în grup/echipa (elevii se documenteaza si propun solutii pentru problemele oferite de profesor V 7 2 Exemple de activitati care pot dezvolta creativitatea 1 Formuleaza trei întrebari la care ti-ai dori sa-ti raspunda un personaj din opera studiata 2 Identificati minimum cinci utilizari ale creionului/unei coli de hârtie, cretei Exemplu (pentru o coala de hârtie): ca suport pentru desen/grafica, pentru scris, ca semn de carte, ca element de decor, material pentru confectionarea unor obiecte/imagini etc 3 Construiti o povestire în care va imaginati ca: - personajele puteau comunica prin telefon; - personajele ar fi avut capacitatea de a-si citi gândurile; - raul ar fi fost înlaturat chiar de la început; - opera ar fi avut un alt final 4 Grupati în echipe de câte 3, 4 sau 5 copii, acestia vor avea de rezolvat o sarcina Câstiga grupa care gaseste cele mai multe însusiri (se precizeaza timpul pe care îl au la dispozitie) Grupa 1: Identificati cât mai multe atribute/însusiri pentru substantivul „codru” Grupa 2: Identificati însusiri potrivite/adjective pentru substantivul „furnica” Grupa 3: Identificati cât mai multe atribute potrivite pentru substantivul „copac” Grupa 4: Identificati cât mai multe însusiri potrivite pentru substantivul „mare” 5 Imagineaza-ti ca lucrurile se comporta ca fiintele Ce pot face ele? Exemplu: valurile: plâng, se joaca, se retrag, soptesc 6 Cum poate fi ? (cerul, râul, gândul, natura) Exemple de jocuri prin care se stimuleaza creativitatea: 1 Ce cuvinte au legatura cu Se solicita elevilor enumerarea cuvintelor care le trec prin minte sau au legatura cu un anumit cuvânt Enumerarea va fi urmata de realizarea unor harti mentale (metoda ciorchinelui) cu ajutorul acestor cuvinte, întâi frontal, apoi în grupe sau individual Posterele cu hartile mentale pot fi afisate în clasa si vazute de copii într-un „tur de galerie” Se dezvolta gândirea laterala si analogica 2 Perechi amuzante Se cere gasirea unor perechi de cuvinte/substantive care au forma asemanatoare si dau impresia ca fac parte din aceeasi familie de cuvinte Exemplu: lup – lupa; par – para; cocos – cocoasa; ciob – cocioaba Se dezvolta flexibilitatea si gândirea divergenta 3 Jocul întrebarilor Se cere formularea a cât mai multor întrebari referitoare la un obiect cunoscut sau la o imagine Exemplu: foc, stele, aer, ocean Jocul preia proba de tip problematic si urmareste dezvoltarea flexibilitatii si fluentei gândirii, precum si a gândirii laterale 4 Jocul însusirilor neobisnuite Se urmareste gasirea unui numar cât mai mare de adjective care arata însusiri neobisnuite, ce pot fi asociate unor substantive Se insista pe crearea unor imagini artistice si asupra personificarilor, urmarindu-se sesizarea unor elemente ascunse, dar esentiale 5 Ce as face daca as fi ? Se cere elevilor sa-si aminteasca o poveste sau un basm si li se sugereaza sa se puna în locul personajului Fiecare elev va repovesti basmul din acest punct de vedere, având voie sa modifice faptele/evenimentele dupa cum crede ca ar fi reactionat în respectivul moment dupa starile lui sufletesti Copiii pot însoti povestea cu miscare, gesturi, pasi de dans Se cultiva capacitatea empatica 6 Proiectul (Romanul în perioada interbelica) Suntem în 1939 Faceti parte dintr-o echipa respectabila de jurnalisti, care creeaza un ziar în care analizeaza evolutia romanului în perioada interbelica Echipa dumneavoastra va analiza realizarile din perioada 1920-1938 Editorul dumneavoastra doreste sa va concentrati pe urmatoarele directii: opinii ale criticii literare pe marginea evolutiei speciei, tipuri de roman publicate, caracteristici, personaje, particularitati stilistice Veti crea un ziar de 4 pagini cuprinzând imagini, texte care evidentiaza relatia dintre literatura si celelalte arte si articole pe tema propusa Pentru aceasta tema, veti lucra în echipe de câte 4 si veti îndeplini urmatoarele sarcini: 1 Scrieti un ziar de 4 pagini cu cel putin 8 articole Aceste articole vor prezenta „existenta” romanului în perioada interbelica Va propunem sa va exprimati si opiniile de cititor al acestor romane 2 Ziarul trebuie sa aiba cel putin 8 ilustratii 3 Dati un nume ziarului si asigurati-va ca toti ziaristii din echipa dumneavoastra au participat la proiect Va propunem si o fisa de evaluare a ziarului: Fisa de evaluare a ziarului 1 Ziarul are titlul si numele autorilor 1 2 3 4 5 2 Continutul ziarului este clar, relevant si pare a fi rezultatul unei bune cercetari 1 2 3 4 5 3 Grafica este potrivita si relevanta 1 2 3 4 5 4 Ziarul este bine organizat, curat si usor de citit 1 2 3 4 5 5 Ortografia, gramatica si punctuatia continuturilor sunt corecte 1 2 3 4 5 6 Ziarul dovedeste întelegerea întregului si a conceptelor legate de acesta 1 2 3 4 5 7 Ziarul îndeplineste toate cerintele temei 1 2 3 4 5 8 Fiecare membru al grupei a contribuit la realizarea ziarului 1 2 3 4 5 Note si comentarii APLICATII Accesând platforma online, rezolvati urmatoarele sarcini de lucru, corespunzatoare subcapitolului CREATIVITATEA: 1 a) Folosind experienta dumneavoastra didactica, dati exemple de comportamente creative ale elevilor 2 a) Construiti o situatie de învatare în care sa folositi cel putin o metoda didactica moderna, care sa evidentieze cele 3 însusiri ale creativitatii 3 a) Ce tip de creativitate credeti ca este caracteristica activitatilor din domeniul limbii/literaturii române? Argumentati în de 5-8 rânduri 4 a) Gasiti exemple practice pentru fiecare dintre factorii creativitatii! 5 a) Care sunt cele mai importante metode de stimulare a creativitatii elevilor în scoala? Aplicati pe o secventa de lectie b) Realizati câte o scurta fisa de prezentare a fiecareia dintre metodele de stimulare a creativitatii de grup 6 a) De ce credeti ca nu a avut „ succes” forma initiala a metodei proiectelor? b) Enumerati si alte dezavantaje ale metodei expunerii didactice c) Cum poate contribui metoda problematizarii la dezvoltarea gândirii elevilor? 7 a) De ce este importanta stimularea creativitatii la elevi? Cum puteti stimula creativitatea elevilor în calitate de profesori de româna? b) Alegeti-va o metoda de stimulare a creativitatii, dintre cele de mai sus, si inserati-o într-o secventa didactica V 8 Motivatia în activitatea de învatare Una dintre întrebarile fundamentale pe care si le pun psihologii tine de natura umana: ”De ce facem ceea ce facem?” Problema se nuanteaza atunci când glisam catre educatie Care sunt motivele care îl fac pe un elev sa învete? De ce sunt unii copii mai motivati sa învete decât altii? Motivatia este unul dintre cele mai importante prerechizite ale învatarii scolare Eforturile canalizate catre construirea si dotarea unor scoli, catre formarea profesorilor sunt zadarnice fara o motivatie solida pentru învatare a elevilor Pedagogii si psihologii încearca de multa vreme sa identifice resorturile care-l fac pe un copil dornic de achizitii cognitive, iar pe un altul nu Motivatia este, asadar, rezultatul conjugarii mai multor factori, printre care se numara cei care tin de abilitatile, de personalitatea copilului, dar si de mediul în care acesta traieste Este riscant sa oferim un înteles prea general termenului de motivatie, caci acesta trebuie pus în relatie cu o finalitate, cu o tinta Unei clase nu-i lipseste motivatia în general pentru învatatura, ci pentru rezolvarea unor sarcini specifice Elevii clasei respective pot fi însa motivati sa faca multe alte lucruri În termini psihopedagogici, motivatia presupune doua coordinate principale: una prin care se canalizeaza energiile, alta prin care se orienteaza catre o finalitate anume comportamentul elevului Termenul de motivatie provine din termenul latin „movere”, însemnând „a misca” Asadar, a motiva pe cineva presupune a-l activa Unii termeni ca energizat, activat sunt de obicei folositi pentru a descrie o stare motivationala intensa Nu putem vorbi în zilele noastre despre consens în ceea ce priveste substanta motivatiei sau a relatiei dintre acesti factori În ciuda acestor divergente, atunci când se face referire la motivatie se au în vedere mecanismele de energizare si de activare care au potentialul de a facilita sau de a inhiba unele actiuni umane Termenul de motivatie se refera la factori cauzali sau la factori care initiaza comportamente si actiuni directe Din aceasta perspectiva se poate sustine faptul ca motivatia reprezinta procesul psihic care face posibila declansarea, orientarea spre scop si sustinerea energetica a activitatii individului Rolul motivatiei în reglarea comportamentului decurge din însasi natura omului ca fiinta vie care, pentru a-si mentine existenta, trebuie sa realizeze schimburi energetice si informationale cu mediul si cu ambianta Motivatia este astfel un element de baza al reglarii comportamentului uman în vederea obtinerii succesului Motivatia, prezinta trei dimensiuni importante: directia, intensitatea si persistenta 1 Directia motivatiei vizeaza atingerea obiectivului de catre o persoana Vorbim despre maniera în care indivizii se raporteaza la o sarcina, daca aceasta este asumata sau se încearca evitarea ei Unele persoane îsi directioneaza eforturile în false directii, îsi pot consuma energia fara a obtine rezultatele scontate Altii îsi pot canaliza energia exact în directia dorita, fara mari eforturi 2 Intensitatea motivatiei se refera la efortul pe care îl depune individul pentru atingerea obiectivului Vorbim astfel despre scopuri care necesita o intensitate redusa, ori despre scopuri solicitante 3 Persistenta se refera la durata motivatiei Sunt oameni care se motiveaza pentru activitati care solicita putin timp si persoane care se pot mobiliza pentru timp foarte îndelungat Analiza motivatiei a dus întotdeauna catre investigarea nevoilor si a telurilor personale Cele doua elemente exprima: latura biologic înnascuta a motivatiei (nevoile), dar si cea subiectiva (interesele) Nevoile apar astfel ca fiind determinantii primari ai comportamentului individual cu dominare biologica Unii autori (A Maslo) au pus semnul egalitatii între satisfacerea nevoilor si motivatia umana În ceea ce priveste interesele, trebuie subliniat ca au un grad de finete superior nevoilor, constituindu-se în forme particulare al motivatiei, concretizate printr-o orientare anume a cunoasterii catre anumite domenii ale realitatii Interesele au o importanta încarcatura afectiva si au un rol determinant în orientarea activitatii umane si acumularea de noi cunostinte Astfel, interesul pentru o disciplina poate îmbraca uneori forma curiozitatii manifestata prin dorinta de cunoastere teoretica Afectivitatea genereaza alteori dorinta de a practica chiar o anumita meserie în relatie cu interesele exprimate Motivatia învatarii este subsumata motivatiei umane si se refera la totalitatea aspectelor care îl activizeaza pe elev în actul de învatare În contextual activitatii scolare, motivatia poate fi înteleasa ca un resort care directioneaza elevul spre actul învatarii, ca un mijloc cu rol de implicare si sustinere în învatare si ca rezultat sau produs al învatarii, exprimând o stare de concordanta a elevului cu obiectivele educationale Aceste ipostaze interactioneaza, generând în fapt dinamica motivatiei învatarii Motivatia înlesneste procesul de învatare din doua perspective: (a) contribuie la concentrarea atentiei elevului, prin facilitarea atingerii starii de pregatire intelectuala; (b) sustine energetic si mentine starea optima de activizare pentru o învatare eficienta Iata, deci, motivatia în postura de factor si cauza a învatarii În acelasi timp însa, dupa cum am aratat, motivatia poate fi si efect al învatarii Iata deci un rol dublu jucat de motivatie Este necesar, asadar, ca profesorul sa identifice corect generatorii motivationali ai activitatii elevilor V 8 1 Tehnici motivationale în predare Profesorii pot folosi o serie de metode/factori care stimuleaza motivatia elevilor 1) O lectie trebuie sa înceapa prin a le oferi elevilor o motivatie de a fi motivati În analiza întreprinsa de Brophy si Rohkemper asupra a sase clase de gimnaziu au constatat ca n-au întâlnit vreun profesor care sa explice elevilor ca o sarcina scolara rezolvata corect poate fi înteleasa ca o satisfactie personala Atunci când erau prezentate sarcini de învatare noi, doar o parte a discursului profesorului continea observatii menite sa motiveze elevii; uneori ele erau chiar inhibante (de genul: „chiar daca va vor displacea ”) Este un adevar general constatat ca putini profesori ofera motivatii reale elevilor pentru ca acestia sa rezolve cu placere sarcinile de lucru Constientizarea elevilor cu privire la finalitatile sarcinilor pe care le rezolva, la modul în care aceste sarcini îi pregatesc sa faca alte lucruri, si mai ales explicatii privind importanta acestora, reprezinta factori motivatori semnificativi 2) Asteptari explicite Uneori profesorii nu sunt expliciti în definirea sarcinilor de lucru propuse elevilor Neprecizarea motivului pentru care ei au de realizat o anumita sarcina duce la confuzie si raspunsuri inadecvate Elevii trebuie sa cunoasca limpede: - la ce se asteapta profesorul din parte lor sa faca; - cum vor fi evaluati; - care vor fi consecintele diferitelor actiuni întreprinse de ei De aceea, atunci când primesc drept tema pentru studiu independent o lucrare, este necesar ca profesorul sa fie clar asupra ceea ce se doreste sa scrie elevii, asupra dimensiunii lucrarii, sa precizeze modul în care va fi evaluata, precum si baremul de notare Elevii vor sti atunci ca seriozitatea abordarii aduce dupa sine calificative, premii, note etc S-a demonstrat ca si elevii motivati înregistreaza esecuri în rezolvarea sarcinilor de lucru, daca nu cunosc exact care sunt asteptarile din partea profesorului 3) Definirea obiectivelor pe termen scurt Bandura si Schunk (1981) au realizat un studiu pe un lot de 40 de elevi din ciclul liceal, care înregistrasera slabe performante la matematica si care chiar declarasera o oarecare aversiune fata de aceasta materie Elevii au fost grupati astfel: unii au fost încurajati sa-si fixeze obiective pe termen scurt, altii sa defineasca un tel final, iar altii sa nu-si fixeze niciun fel de scop S-a constatat ca dupa mai multe sesiuni de învatare, elevii care si-au fixat obiective într-un interval de timp rezonabil au înregistrat progrese, au început sa agreeze activitati respinse altadata 4) Aprecierea verbala si scrisa De multe ori, aprecierea verbala a profesorului este puternic motivationala Lauda este cea mai naturala si cel mai usor de realizat, din perspective motivatiei, de catre un profesor Important este însa momentul în care lauda/aprecierea este folosita si mai putin frecventa utilizarii ei O apreciere trebuie sa fie corelata cu un comportament dorit, sa fie credibila si astfel ea devine eficace Conceptul de specificitate a unei aprecieri are în vedere cuantificarea unui comportament în procesul de învatare, unul specific O apreciere este credibila atunci când este însotita de sinceritate si vizeaza o sarcina bine realizata S-a realizat un studiu asupra manierei în care profesorul apreciaza reusitele elevilor slabi la învatatura, dar si celor mai putin adaptati S-a constatat ca exista diferente sesizabile între comunicarea verbala si limbajul nonverbal, ale carui elemente sunt tonalitatea, accentul, postura, inflexiunile vocii Un factor decisive pentru motivarea elevilor pot fi si consemnarile profesorului pe marginea temelor/lucrarilor elevilor Atentia, atitudinea elevilor fata de învatare pot fi influentate de aceste observatii Este necesar sa tinem seama si de modul în care elevii reactioneaza la aceste laude: cei extrovertiti pot fi mai sensibili la o mustrare, pe când cei introvertiti, la o lauda 5) Folosirea corecta a notarii Se stie ca cele trei functii ale notarii sunt: de evaluare, oferirea de feedback si de mobilizare 6) Dezvoltarea curiozitatii, a spiritului investigative, mobilizarea pentru o atitudine exploratorie Curiozitatea epistemica este stimulata de diversi stimuli, neobisnuiti, complecsi sau ambigui Aceasta creeaza conditiile întelegerii unor mijloace inedite de întelegere si de rezolvare a situatiilor-problema Curiozitatea epistemica poate fi stimulata prin: - Surpriza Un experiment simplu la care se poate recurge: se strecoara o bila printr-un inel metalic Încalzind bila si încercând din nou, bila nu va merge - Neobisnuitul Se poate utiliza un fapt devenit obisnuit si banal ca punct de orientare spre o situatie inedita Punerea elevilor într-o situatie neasteptata (confesiunile profesorului legate de experiente personale, comune în oarecare masura cu cele ale elevilor) poate genera focalizarea atentiei si implicarea lor activa în demersul didactic - Perplexitatea ori nesiguranta Are loc atunci când pentru rezolvarea problemei sunt propuse câteva solutii, niciuna nefiind, aparent, valida Nesiguranta poate fi provocata si de ciocnirea a doua convingeri contrare De exemplu, „eu fumez” si „fumatul produce cancer” - Contradictia Se poate invoca o descoperire, care, aparent, contrazice anumite principii si legi universal valabile - Prezentarea unor elemente incomplete (figuri, corpuri) faciliteaza capacitatea generativa 7) Tehnici de incitare a dorintei de a raspunde corect Presupunem ca înainte de a face eforturi într-un anumit sens, cel vizat sa primeasca o recompensa, menita a stimula motivatia Un exemplu în acest sens poate fi proiectarea unei secvente didactice care sa ofere elevilor posibilitatea de a obtine succes în rezolvarea sarcinilor S-a demonstrat ca elevii ale caror nume sunt rostite înainte de a le fi adresate întrebarile înregistreaza o rata mai mare de raspunsuri corecte, sunt mai motivati Se realizeaza astfel si un control mai eficient asupra participarii elevilor la activitatile de învatare 8) Folosirea unor exemple din universul familiar al elevilor De exemplu, pentru a-i învata pe elevi cum sunt aranjate alfabetic fisele într-o biblioteca, se pot folosi titluri de carti pe care le-au citit 9) Motivatia generata de o competitie minimalizata Uneori, un elev pentru a obtine acceptarea si aprobarea celorlalti este tentat sa submineze autoritatea profesorului O solutie pentru constientizarea efectelor negative ale acestui tip de comportament ar fi implicarea/responsabilizarea elevului respectiv în/prin activitati extracurriculare Daca se impune, ar putea fi aplicate masuri corective, fara a fi ignorata stimularea unui comportament adecvat, atunci când este cazul 10) Încercarea de a minimaliza efectele indezirabile ale implicarii elevilor în activitatile scolare Prezentam câteva din aceste consecinte neplacute posibile: oboseala, generata de pauze scurte, distanta mare între auditoriu si ecran/microfon, absenta unei acustici adecvate; micsorarea stimei de sine (cauzata de esecul de a rezolva anumite probleme care îi depasesc, utilizarea unor apelative dezonorante de catre profesor la adresa elevilor); participarea elevilor la competitii în care au sanse de a câstiga doar câtiva dintre ei, obligativitatea de a audia prezentari monotone ori neantrenante, evaluarea dintr-o lectie nepredata de profesor Sa nu omitem faptul ca una dintre tehnicile care au caracter motivational si înlesneste munca profesorului ridicând randamentul lectiei este jocul didactic, o metoda de învatamânt în care predomina actiunea didactica simulata Resursele ludice asigura evolutia jocului didactic la niveluri metodologice situate dincolo de sfera învatamântului prescolar si primar Derivând din dorinta de a cunoaste lumea, jocul presupune spontaneitate, o tatonare a realitatii pe care o transfigureaza în planul fictional, conturat prin regulile acceptate de jucatori Exemple de activitati care pot dezvolta motivatia La clasa a IX-a, la capitolul „Stiluri functionale” (Stilul publicistic) li se poate cere elevilor, împartiti în perechi sau echipe, sa exercite rolul jurnalistului si sa realizeze un reportaj de la raliul Dakar-Paris si Formula 1, respectând regulile de redactare a unui astfel de text La etapa de reflectie, li se propune elevilor sa elaboreze un panou publicitar al unui produs (rechizite, jucarii) Important este ca toti elevii implicati sa faca publicitate aceluiasi produs În final se poate recurge la evaluarea reciproca: aprecierea panoului care place cel mai mult si argumentarea alegerii Se dezvolta astfel abilitatea elevilor de a-si argumenta punctul de vedere, de a evalua si de a convinge APLICATII Accesând platforma online, rezolvati urmatoarele sarcini de lucru, corespunzatoare subcapitolului MOTIVATIA 1 Concepeti doua secvente de început ale unei lectii, în care sa le oferiti elevilor motivatia de a-si însusi notiunile pe care urmeaza sa le predati; 2 Construiti o secventa de lectie în care sa valorificati doua modalitati prin care poate fi stimulata curiozitatea epistemica VI Aplicarea în activitatea didactica a modalitatilor de lucru în echipa/în grup Obiectivele temei urmaresc: dobândirea de catre cursanti a abilitatilor si a competentelor de a lucra în echipa; dobândirea cunostintelor teoretice si practice privind rolul grupului si al echipei; dezvoltarea abilitatilor de aplicare, în activitatea didactica, a modalitatilor de lucru în echipa/în grup; dezvoltarea capacitatii cadrelor didactice de a utiliza metode didactice bazate pe lucrul în echipa/în grup VI 1 Forme de organizare a activitatii didactice Realizarea unor activitati didactice conforme noilor programe presupune atât proiectarea riguroasa a lectiilor si a secventelor didactice, cât si o anume calitate a relatiei dintre profesor si elevi si a dialogului care o exprima Trasaturile acestei relatii ar putea fi subsumate deopotriva empatiei si distantei critice; si asta, pentru ca dialogul autentic presupune întelegerea si sustinerea celuilalt, acordare de credit, dar si reflectie asupra activitatii proprii si a muncii partenerului În clasa, dialogul este, în primul rând, o forma de comunicare realizata prin vorbire; este un mod de a transmite informatii, idei, opinii si sentimente, de a realiza învatarea prin crearea unui „spatiu” verbal în care se ofera si se primeste în acelasi timp Fara îndoiala, de oferit ofera mai ales profesorul Dar experienta de predare dovedeste ca, nu o data, reflectiile elevilor surprind prin acuratete si profunzime, ca si elevii pot oferi profesorului si colegilor gânduri si emotii, îmbogatindu-se astfel reciproc Întreaga cercetare legata de functia interrelationala a dialogului demonstreaza virtutile comunicarii verbale Dialogul nu înseamna numai schimb de idei si sentimente, el permite si aprofundarea subiectului de reflectie, cunoasterea interlocutorului si cunoasterea modului în care întelegerea s-a petrecut Acest tip de dialog are ca zona predilecta grupul de elevi, de unde si necesitatea proiectarii unor lectii/activitati în care sa fie folosita activitatea pe grupe Dar dialogul elevilor nu este numai o modalitate de cunoastere, ci si o forma pertinenta a educatiei pentru democratie Faptul a fost evidentiat, înca de la începutul secolului trecut, de John Dewey, un filosof pentru care educatia pentru democratie începe cu experienta scolara a activitatii în grup, care ofera elevului posibilitatea de a stabili relatii productive, bazate pe respect si întelegere Restructurarea activitatii didactice nu se refera însa doar la integrarea unor strategii de învatare prin colaborare; ea presupune si regândirea rolurilor profesorului si ale elevilor în cadrul dialogului Iata, de pilda, perspectiva contrastiva structurata de J F Amalsi în legatura cu dialogul concret realizat în ora de literatura VIZIUNE TRADITIONALA VIZIUNE ACTUALA Cel putin jumatate din durata discutiei apartine profesorului Profesorul vorbeste cât mai putin posibil Profesorul conduce integral discutia Profesorul faciliteaza si structureaza discutia Majoritatea întrebarilor sunt puse de profesor Majoritatea întrebarilor sunt puse de elevi La întrebarile puse de elevi raspunde, în primul rând, profesorul La întrebarile formulate de elevi raspund, în primul rând, colegii Majoritatea întrebarilor vizeaza un raspuns precis Majoritatea întrebarilor sunt întrebari problematizante Profesorul da feedback imediat dupa obtinerea raspunsului Feedback-ul se da dupa consultarea opiniilor celorlalti elevi Coloana ce defineste „viziunea actuala” se poate referi nu numai lectiile de literatura, ci si la activitatile de comunicare si, pe anumite segmente, la activitatile ce vizeaza asimilarea conceptelor operationale Ea poate fi citita ca o exemplificare a sintagmelor „învatare activa” sau „învatamânt centrat pe elev” Crearea unor activitati didactice în care elevul sa aiba rolul central vizeaza toate aspectele procesului educativ: elevii nu au locuri fixe, iar profesorul are contact vizual cu fiecare elev; activitatile implica toata clasa; timpul în care elevii rezolva sarcinile de lucru trebuie sa fie suficient; cadrul didactic se implica direct în activitatile desfasurate de elevi; cunostintele anterioare sunt recunoscute si valorificate; greselile sunt întelese ca parte a învatarii; feedback-ul se realizeaza prin consideratii nuantate; informatiile se comunica pe mai multe canale si în mai multe moduri; este acceptata, încurajata si valorizata diversitatea opiniilor Formele de organizare a activitatii didactice reprezinta modalitatile prin care se proiecteaza procesul de învatamânt la nivelul dimensiunii sale operationale, realizabila în diferite contexte (frontal – pe grupe – individual; în clasa – în afara clasei; scolare – extrascolare), în conformitate cu obiectivele pedagogice concrete Formele de organizare a activitatii didactice vizeaza perfectionarea corelatiei profesor-elev, care se poate realiza în timp, în raport cu evolutiile înregistrate la nivelul gândirii pedagogice si în planul institutiei scolare Taxonomia acestor forme de organizare necesita elaborarea unor criterii specifice, de reala valoare pedagogica Aceste criterii se refera la ponderea actiunii frontale, pe grupe si individuale, în cadrul organizarii activitatii didactice, precum si la ponderea metodelor de cercetare, de comunicare, de experimentare si de aplicatie angajate în activitatea didactica; ponderea resurselor scolare-extrascolare, implicate în realizarea activitatii didactice Ponderea actiunii frontale, pe grupe si individuale în structura de organizare a activitatii didactice permite avansarea urmatoarei taxonomii: a) activitati în care se foloseste predominant actiunea frontala: lectia, cursul universitar, seminarul, activitatea de laborator, activitatea de cabinet, activitatea în atelier scolar, lot scolar, sala de sport scolara, vizita didactica, excursia didactica, vizionarea si analizarea unor spectacole; b) activitati în care predomina actiunea grupala: activitati didactice specifice unor discipline scolare (limbi straine, educatie estetica, educatie fizica, educatie tehnologica, instruire asistata pe calculator etc ); consultatii- meditatii cu scop de recuperare, dezvoltare, stimulare); cercuri de specialitate, care sunt realizate pe discipline, dar si intra-inter-trans-disciplinar; cenacluri sau serate literare; dezbateri; sesiuni de comunicari stiintifice realizate pe discipline, dar si intra-inter-trans-disciplinar, cu invitarea unor specialisti; vizite de documentare stiintifica-pedagogica; c) activitati în care se foloseste predominant actiunea individuala: studiul în biblioteca, teme acasa (referate, compuneri, lucrari practice, rezolvari de probleme si situatii-problema), lectura dirijata, lectura suplimentara, elaborarea unor proiecte sau a unor materiale didactice etc Ponderea metodelor de cercetare, de comunicare, de experimentare si de aplicatie angajate în activitatea didactica permite avansarea urmatoarei taxonomii: a) activitati în care predomina metodele didactice de comunicare: lectia, cursul universitar; b) activitati în care predomina metodele de cercetare: activitati în cabinetul scolar, studiul în biblioteca, vizitele, excursiile didactice; c) activitati în care predomina metodele de experimentare: activitati didactice de laborator, elaborarea unor proiecte; d) activitati în care predomina metodele didactice aplicative: activitatea în atelierul scolar; activitatea pe lotul scolar, activitatea în sala de sport a scolii Ponderea resurselor scolare-extrascolare implicate în realizarea activitatii didactice permite avansarea urmatoarei taxonomii: a) activitati realizate în mediul scolar: lectia, consultatiile, meditatiile individuale si de grup, studiul în biblioteca scolara; activitatile realizate în cabinetul scolar, în laboratorul scolar, în atelierul scolar, pe lotul scolar, în sala de sport a scolii; concursurile (inter)scolare; b) activitati realizate în mediul extrascolar: cercuri artistice, tehnice si sportive; activitati de timp liber (realizate în cluburi si palate ale copiilor, sau în tabere ale elevilor/studentilor etc ), activitati artistice, sportive si tehnologice; excursii, vizite, vizionari de spectacole etc VI 2 Conceptul de grup si de echipa: asemanari si deosebiri Un grup este o multime de oameni care au sau nu au puncte sau interese comune (exemplu: un grup de oameni într-o gara) O echipa are un tel, o strategie de lucru O echipa are un punct de plecare, un drum de parcurs clar stabilit si un scop la care se prevede sa ajunga Ea are sarcini de îndeplinit si rezultate Utilizeaza colaborarea între membrii sai, organizarea si comunicarea Membrii au constiinta apartenentei la echipa S-a dovedit ca învatarea în echipa este superioara învatarii de unul singur Echipa îsi creeaza o identitate proprie, ce nu se regaseste în grupurile obisnuite Identitatea si imaginea pe care si-o creeaza o echipa îi ajuta pe membrii sai sa fie motivati sa lucreze împreuna Puterea echipei consta în: mai multa informatie; mai multe idei noi (potential creativ superior); competente si abilitati sporite; suport emotional pe care membrii echipei si-l ofera unul altuia Pentru ca toate aceste caracteristici ale echipei sa fie respectate, este obligatoriu nevoie sa se realizeze comunicarea între membri Echipele fac posibila aparitia loialitatii („Toti pentru unul…”) Membrii însisi stabilesc niste norme pe care le mentin Important pentru succesul unei echipe nu este cel ce o conduce, liderul, ci împartirea functiilor echitabil, între membrii sai Tinta echipei nu se poate atinge prin eforturile unei singure persoane, fie ea si liderul „Sa formezi o echipa este doar începutul, sa ramâi alaturi de aceasta este progresul, sa lucrezi în echipa este succesul”, afirma Henry Ford Pe de alta parte, munca în echipa presupune egalitate Se poate întâmpla ca anumiti membri ai echipei sa-si doreasca succesul doar pentru ei si de aceea refuza ideea de a colabora sau de a împarti informatiile cu altii Aceasta nu numai ca dauneaza cooperarii în cadrul echipei, dar întârzie si realizarea sarcinilor Munca în echipa poate însemna succes Acesta însa depinde de modul în care este formata echipa si de relatiile ce se leaga între colegi Solidaritatea echipei este obtinuta prin colaborare între membrii sai, prin coeziune În acest sens, echipa e solidara când membrii ei au încredere unii în ceilalti, când se respecta, când se sprijina reciproc în vederea realizarii scopului comun De aceea, într-o echipa eficienta, membrii îndeplinesc urmatoarele conditii de comportament: adopta obiective cunoscute si urmate de toti membrii echipei; îsi cunosc reciproc competentele si le utilizeaza astfel încât sa se poata completa în timpul activitatii; stabilesc o serie de reguli de lucru în comun, care, odata adoptate, sunt respectate de toti membrii echipei Munca în echipa prezinta numeroase avantaje: primele si cele mai importante sunt avantajele legate de un anumit climat afectiv pozitiv absolut necesar în echipa Membrii unei echipe ajung sa se cunoasca foarte bine, conlucrând la depasirea dificultatilor curente În plus, diversitatea si varietatea solutiilor oferite creste cel putin teoretic cu fiecare nou membru Lucrul în echipa este, de aceea, foarte motivant, fiindca fiecare proiect implica experienta contactului cu ceilalti si beneficiaza de sprijinul lor Pe de alta parte, munca în echipa poate avea si dezavantaje, în cazul în care echipa a fost prost construita ori exista conflicte între componenti Ideea de a depinde de ceilalti poate sa deranjeze, mai ales atunci când partenerii nu îsi respecta angajamentele În concluzie, comunicarea, dialogul si capacitatea de a interactiona eficient, de a raspunde operativ cerintelor, de a prelua în mod creativ ideile care iau nastere în grup si de a oferi în acelasi timp, fara egoism, suport celorlalti, sunt principalele cerinte, dar si calitati ale unui membru al echipei Echipa înseamna comunicare directa si fatisa, obligând la asumarea constanta a responsabilitatii propriilor sarcini, deoarece neîndeplinirea acestora e imediat sanctionata de ceilalti componenti ai echipei Activitatea în echipa este o materializare a conceptului de „învatare prin cooperare”, care a fost si este puternic promovat în învatamântul românesc, mai ales dupa declansarea reformei curriculare si a miscarii de „gândire critica ” Organizarea clasei pe echipe presupune si crearea unei atmosfere de colaborare, de disciplina si de lucru Starea de organizare se obtine si prin „diviziunea muncii ” în interiorul echipei, respectiv o repartizare a sarcinilor pentru eficientizarea activitatilor Exista, deci, anumite „roluri”, între care: Liderul echipei – va fi ales primul si va supune grupului discutia privind celelalte roluri; Facilitatorul – se asigura ca fiecare primeste ajutor atunci când este nevoie; Controlorul – verifica toate materialele înainte de a fi distribuite; Cautatorul de dovezi – ajuta echipa sa caute informatii atunci când apar controverse sau când exista nesigurante; Furnizorul – este responsabil de distribuirea materialelor instructionale si cu predarea acestora la sfârsitul sesiunii de lucru; Raportorul – relateaza ideile si deciziile echipei; Timer-ul – asigura respectarea timpului alocat pentru realizarea sarcinilor Pot fi descoperite si alte roluri care sunt necesare în functie de sarcina de lucru, însa este foarte important ca, la o anumita perioada de timp, sa se produca o alternare a rolurilor, ceea ce va permite fiecarui elev sa înteleaga mai bine rolurile si importanta lor, reducând si monotonia Pe de alta parte, toti elevii trebuie sa primeasca roluri, altfel se va crea o inechitate între membrii echipei VI 3 Metode didactice bazate pe lucrul în echipa Metoda (gr „methodos” : metha – spre, catre; odos – cale) se defineste ca o anumita cale care trebuie urmata pentru a putea îndeplini obiectivele stabilite Pe de alta parte, metoda denumeste o anumita cale pe care educatorul trebuie sa o urmeze în scopul de a-i ajuta pe elevi sa gaseasca o modalitate proprie de a redescoperi lumea înconjuratoare Cu alte cuvinte, metoda didactica reprezinta modelul sau ansamblul procedeelor si al modurilor în care se realizeaza operatiile ce stau la baza unor actiuni realizate în comun de profesori si de elevi, conducând la realizarea unor scopurilor propuse Metodele didactice pot fi selectate de catre cadrul didactic în functie de mai multe criterii, dat fiind faptul ca exista câteva sute de metode, câteva mii de profesori si câteva milioane de elevi, carora trebuie sa li se adreseze În predarea limbii si literaturii române pot fi utilizate atât metode clasice, în care rolul cel mai important îi revine profesorului, cât si moderne, centrate pe elev, pe care le consideram alternative didactice preferabile, chiar daca nu pot fi utilizate la fiecare ora Dintre metodele specifice predarii – învatarii – evaluarii literaturii române, cele mai des utilizate sunt urmatoarele: Metode clasice: lectura, explicatia, expunerea, conversatia, exercitiul, demonstratia, comentariul literar, interpretarea literara, analiza literara, jocul didactic, rezumatul, lucrul cu manualul etc Metode alternative: simularea, studiul de caz, reflectia, problematizarea, proiectul, învatarea prin descoperire, instruirea programata, brainstormingul, sinectica, cubul, cvintetul, ciorchinele, prelegerea intensificata, predarea reciproca, horoscopul, metoda cadranelor, turul galeriei, prelegerea-dezbatere, diagrama Venn etc VI 3 1 Graffiti Obiective posibile Aceasta metoda poate fi folosita în scopul analizei unui subiect / capitol deja învatat Astfel, GRAFFITI are rolul unei recapitulari interactive; ea poate fi aplicata si în situatia în care profesorul doreste sa afle preferintele elevilor sau tipurile de dificultati pe care le întâmpina în exprimare, lectura, ortografie etc Exemplificare: folosirea metodei în recapitulare Se ofera elevilor coli de hârtie cu întrebarile: Care sunt problemele pe care le-am studiat? Care este scopul pentru care le-am studiat? Ce legatura exista între acest capitol si capitolele anterioare? Toti elevii se misca liber prin sala, se opresc în fata fiecarei coli, citesc ce au scris deja colegii si mai adauga o noua idee sau le completeaza pe cele scrise deja; Colile completate de catre elevi vor reprezenta punctul de plecare al discutiilor asupra problematicii capitolului VI 3 2 Discutie informala în trei pasi Obiective posibile Activitatea poate fi realizata ca simplu exercitiu de exprimare orala, poate fi gândita ca exercitiu de portretizare, dar si ca modalitate de reflectie asupra comunicarii Discutia informala poate avea drept tinta si prezentarea unor persoane/personaje Exemplificare: autoportretul Elevii se grupeaza / sunt grupati câte doi; fiecare elev urmeaza sa se prezinte partenerului folosind un obiect personal Acel obiect urmeaza sa fie descris si alegerea sa sa fie justificata; profesorul poate sa participe la activitate în pereche cu un elev sau poate sa ofere un model de prezentare Dupa prezentarile din cadrul fiecarei perechi, cei doi se unesc cu un alt grup de doi În continuare, cei care au format o pereche se prezinta unul pe altul si îsi exprima opinia în legatura cu obiectul ales de coleg si despre modul în care acesta îl defineste Dupa realizarea prezentarilor, fiecare elev primeste o coala pe care îsi va scrie numele Aceasta foaie va trece pe la toti membrii grupului; fiecare dintre ei va nota, pe foaie, o trasatura pozitiva a colegului respectiv Colile vor ajunge, în final, la „proprietar” si vor reprezenta o posibila oglinda a imaginii fiecaruia în ochii colegilor VI 3 3 Puzzle Obiective posibile Activitatea este deopotriva exercitiu de exprimare orala si o forma de aprofundare a unor probleme Ea poate fi realizata în situatiile în care se studiaza, la ora de lectura, trei-patru texte diferite (ex basme, pasteluri, schite etc ) sau se caracterizeaza personaje diferite Exemplificare : analiza a trei pasteluri diferite Se formeaza grupe eterogene de câte 3-4 elevi; Cadrul didactic împarte fiecarui elev un text si o fisa de control (diferite); Fiecare membru al grupei rezolva ceea ce i se cere pe fisa; Elevii care au avut aceleasi sarcini se grupeaza si îsi confrunta rezultatele în vederea prezentarii lor; Elevii formeaza apoi grupuri cu alte perechi, carora li s-au dat alte cerinte si prezinta concluziile discutiilor lor În timpul prezentarii, profesorul încurajeaza opiniile originale si întrebarile; Reflectie: Discutia urmareste structurarea datelor asimilate si modul de realizare a prezentarilor VI 3 4 Turul galeriei Obiective posibile Aceasta activitate poate fi realizata atunci când elevii au creat texte sau imagini ce pot fi citite în timp scurt: o coperta de portofoliu, o harta a personajelor, o reprezentare sintetica a unei probleme de gramatica, un câmp lexical, o fisa a unui personaj etc Exemplificare Fisele de identitate ale unui anumit personaj create în grup sunt expuse împreuna cu o foaie flip-chart pentru comentarii sau scrierea unor impresii; Toate grupele de elevi se deplaseaza de la o fisa la alta, comenteaza, iau notite si dau feedbackul în scris, pe foaia atasata în acest scop, lânga fiecare fisa de identitate; Dupa ce au parcurs întregul traseu, elevii se întorc în fata propriei lucrari, discuta observatiile si sugestiile sau o refac, având în vedere ideile formulate de „vizitatorii” galeriei VI 3 5 Metoda palariilor gânditoare Obiective posibile Aceasta metoda de predare – învatare poate fi privita si ca un joc în sine Elevii se împart în sase grupe, corespunzatoare celor sase palarii, sau pot juca câte sase într-o grupa Împartirea elevilor se poate face în functie de materialul studiat, dar este absolut necesar ca cele sase palarii sa fie colorate si atractive, iar materialul didactic folosit sa fie interesant si bogat Cele 6 palarii gânditoare vor avea fiecare câte o culoare: palaria alba, rosie, galbena, verde, albastra si neagra Rolurile se pot inversa dupa un timp, participantii spunând ceea ce gândesc, în acord cu respectiva culoare Fiecare culoare reprezinta un punct de vedere, un rol Exemplificare: caracterizarea unui personaj Palaria alba • prezinta informatiile obiectiv; • gândeste ca un computer, este neutra; • relateaza exact datele, fiind disciplinata si directa; • este neutra si nu ofera interpretari si opinii Palaria rosie • este specifica sentimentelor si imaginatiei; • considera emotiile si sentimentele parte a gândirii; • nu justifica si nu ofera explicatii logice; • este impulsiva; • prezinta o multitudine de stari afective Palaria neagra • exprima prudenta, avertisment, grija, judecata; • se concentreaza pe gândirea negativa, pesimista; • ofera o perspectiva trista, întunecoasa, sumbra; • puncteaza erorile, pericolele, greselile, riscurile; • nu exprima sentimente, ca palaria rosie, ci doar aprecieri negative, fara sa le motiveze Palaria galbena • exprima o perspectiva pozitiva, optimista si constructiva; • simbolizeaza lumina soarelui, optimismul, stralucirea; • exprima speranta si ofera sugestii constructive Palaria verde • stimuleaza gândirea creativa, exprimând idei noi; • este simbolul ideilor inovatoare, al cautarii alternativelor Palaria albastra • este rece; este culoarea cerului de deasupra tuturor, atotcunoscator si atotvazator; • este preocuparea de a controla si de a organiza; • supravegheaza si dirijeaza desfasurarea activitatii; • este un fel de dirijor al orchestrei; • defineste problemele si conduce întrebarile; • monitorizeaza jocul si vegheaza la respectarea regulilor ALBUL - informeaza ROSUL – exprima sentimente NEGRUL - identifica greseli GALBENUL - este creativ VERDELE - genereaza idei ALBASTRUL - clarifica VI 3 6 Brainstorming Obiective posibile - manifestarea libera a imaginatiei; - renuntarea la orice tip de criticism; - preluarea unor idei ale altora si prelucrarea acestora; - stimularea cât mai multor idei Exemplu – la începutul orei, pentru evocarea cunostintelor anterioare Brainstormingul se poate face pe o tema care sa aiba legatura cu subiectul textului propus pentru studiu sau cu unele elemente ale acestuia În urma raspunsurilor primite, elevii pot alcatui un ciorchine de idei, grupând sintetic toate raspunsurile elevilor Principiile pe care se bazeaza brainstormingul sunt: - amânarea judecatii; - cantitatea este mai importanta decât calitatea Un grup brainstorm poate fi alcatuit dintr-un numar par de membri ( 2-12) Fiecare dintre grupuri îsi alege un lider si un secretar Metoda brainstorming are doua etape importante: - etapa luminii verzi; în cadrul acesteia se emit ideile (secretarul le consemneaza cu exactitate pe toate); - etapa luminii rosii; aceasta cuprinde evaluarea critica (liderul verifica lista ideilor) VI 3 7 Metoda piramidei (metoda bulgarelui de zapada) Obiective posibile Metoda piramidei sau a bulgarelui de zapada se bazeaza pe împletirea dintre activitatea individuala cu cea desfasurata în cadrul grupurilor, prin cooperare Ea se refera la încorporarea activitatii fiecarui elev într-un demers colectiv amplu, cu scopul solutionarii unor sarcini complexe Exemplificare – argumentarea încadrarii unui text într-un anumit gen sau specie Metoda piramidei are mai multe faze: faza introductiva – în care profesorul enunta sarcina de lucru; faza lucrului individual – în care fiecare membru al clasei/ grupei lucreaza individual, de regula timp de 5 minute; faza lucrului în perechi – în care elevii se consulta cu colegii de banca si noteaza toate solutiile aparute; faza lucrului în grupuri mari – în care elevii se consulta în legatura cu posibilele solutii în grupuri mai mari, alcatuite din acelasi numar de perechi; faza raportarii solutiilor, faza decizionala Bazându-se pe lucrul în perechi si în grup, aceasta metoda stimuleaza învatarea prin cooperare si sporeste încrederea în fortele proprii Dezavantajele se refera la evaluare, pentru ca este greu sa se stabileasca precis contributia fiecarui participant VI 3 8 Metoda horoscopului Obiective posibile „Metoda horoscopului” are drept obiectiv principal studierea complexa a trasaturilor morale ale unui personaj dintr-un text literar si încadrarea acestuia într-o anumita tipologie Exemplificare – caracterizarea personajelor Activitatea bazata pe metoda horoscopului se desfasoara în grup Derularea acesteia presupune parcurgerea urmatorilor pasi: a Studiul individual al unui anumit text cu mai multe personaje; b Selectarea unui personaj care va fi caracterizat; c Citirea trasaturilor specifice fiecarui semn zodiacal, care se ofera elevilor pe foi separate; d Decizia privind încadrarea posibila a personajului ales într-un anumit semn zodiacal; e Justificarea alegerii facute, identificarea în text a unor citate relevante pentru încadrarea personajului în zodia respectiva; f Acordul întregului grup asupra unui simbol grafic reprezentativ pentru trasaturile dominante ale personajului; g Notarea descriptorilor semnului zodiacal caruia îi apartine personajul si desenarea simbolului selectat pe un poster VI 3 9 „Stiu/ vreau sa stiu/ am învatat” Obiective posibile Elevii care învata vorbind si ascultând, verbalizeaza anumite actiuni pentru a-si depasi dificultatile Tehnica „Stiu/ vreau sa stiu/ am învatat” ajuta elevii sa constientizeze prin verbalizare ceea ce stiu sau ceea ce cred ca stiu despre un subiect si totodata sa-si dea seama de ceea ce nu stiu, dar ar vrea sa învete Exemplificare – la începutul orei (faza de evocare) a Elevii inventariaza, prin discutii purtate în perechi sau în grup, ideile pe care cred ca le detin despre un anumit subiect si le noteaza în rubrica „Stiu” b Unele idei despre care au îndoieli sunt notate în rubrica „Vreau sa stiu” c Realizarea sensului - studierea unui text sau dobândirea unor cunostinte; d În faza de reflectie, elevii noteaza noile cunostinte în rubrica „Am învatat” Elevii care sunt timizi sau care au posibilitati reduse de exprimare participa activ la actul învatarii, aceasta metoda având rolul de a le spori încrederea în fortele proprii si performantele si contribuind efectiv la dezvoltarea lor intelectuala si chiar la socializarea acestora Acest model alternativ de predare-învatare, elaborat de Donna M Ogle în 1986, pleaca de la ideea ca informatiile pe care le detin deja elevii trebuie luate în considerare în cadrul procesului de predare La orele de limba si literatura româna, dar si la alte discipline, lectura reprezinta un instrument important de învatare, aceasta tehnica reprezentând si o posibila grila de lectura pentru texte non-fictionale Modelul „Stiu/ Vreau sa stiu/ Am învatat” se realizeaza prin parcurgerea a trei pasi: 1 stabilirea a ceea ce stim; 2 determinarea a ceea ce vrem sa învatam; 3 reactualizarea a ceea ce am învatat în urma lecturii Primii doi pasi se realizeaza de cele mai multe ori oral, prin conversatie, iar cel de-al treilea se face în scris, în timpul lecturii textului, sau dupa ce acesta a fost parcurs integral Autoarea a realizat o fisa de lucru, pe care elevii pot sa o completeze prin activitati organizate individual, în pereche, sau în grup Stiu Vreau sa stiu Am învatat Dupa completarea fisei, elevilor li se poate cere sa bifeze toate întrebarile pentru care au gasit deja raspunsuri, iar pentru întrebarile fara raspuns sau cu raspuns partial se sugereaza unele lecturi suplimentare Avantajele acestui model de predare sunt lectura activa, retinerea mai multor informatii, cresterea interesului pentru lectura si învatare VI 3 10 Studiul de caz Studiul de caz se refera la confruntarea directa a elevilor cu o situatie autentica, luata drept exemplu reprezentativ pentru o multitudine de evenimente si situatii Obiective posibile - realizarea contactului elevilor cu realitatile complexe, autentice, dintr-un anumit domeniu, în scopul dezvoltarii capacitatilor decizionale si a abilitatilor de a solutiona probleme diverse; - verificarea comportamentelor, a priceperilor si a deprinderilor elevilor în situatii limita; - sistematizarea si consolidarea cunostintelor dobândite de catre elevi; - autoevaluarea fiecarui participant, stabilirea gradului de aplicabilitate a cunostintelor dobândite în situatii noi; - educarea personalitatii elevilor, a atitudinilor fata de cazul studiat si fata de ceilalti participanti; - exersarea capacitatilor de conducere, de organizare, de evaluare si de decizie ale participantilor Exemplu – receptarea unui text literar Pentru ca o situatie sa fie considerata un „caz” reprezentativ, ea trebuie sa îndeplineasca o serie de conditii bine stabilite: sa fie autentica si semnificativa, condensând esentialul; sa aiba valoare instructiva; sa aiba un caracter motivant pentru participanti, corespunzator intereselor acestora; sa poata solicita participarea activa a elevilor în obtinerea unor solutii Metoda studiului de caz presupune parcurgerea a sase etape: Etapa întâi : Prezentarea cazului respectiv Profesorul va alege un „caz” sugestiv pentru obiectivele propuse, pe care îl va prelucra si experimenta întâi pe un grup restrâns, apoi îl va propune tuturor participantilor Prezentarea trebuie sa fie obligatoriu clara, completa si precisa; Etapa a doua : Sesizarea detaliilor cazului, odata cu întelegerea necesitatii rezolvarii acestuia de catre participanti: - stabilirea aspectelor neclare; - selectarea unor întrebari de lamurire ale participantilor; - solicitarea unor informatii noi privitoare la solutionarea cazului (din surse bibliografice); Etapa a treia : Studiul individual al cazului selectat: - documentarea participantilor în legatura cu aspectul studiat; - gasirea solutiilor de catre participanti; Etapa a patra : Dezbaterea modurilor de a solutiona cazul (în grup): - analiza variantelor, în grupuri mici (5–6 membri) sau direct în plen; - dezbatere libera, moderata de profesor; - compararea rezultatelor si analiza acestora; Etapa a cincea : Formularea concluziilor optime Etapa a sasea : Evaluarea modului de solutionare a situatiei si a grupului de participanti Rolul profesorului este de incitator al elevilor Pe de alta parte, el aplaneaza eventualele conflicte si manifesta rabdare fata de participanti în procesul de solutionare a cazului Avantajele metodei: - se realizeaza apropierea elevilor de viata reala si de problemele pe care le pot întâmpina; - contribuie activ la dezvoltarea unor capacitatilor de analiza, de elaborare a unor decizii si de solutionare a cazului; - formeaza abilitati de argumentare; - dezvolta spiritul de echipa, inteligenta si toleranta; - ofera posibilitatea de a crea legaturi între teorie si practica Limitele aplicarii metodei: - solicita mult timp pentru prelucrarea si experimentarea cazului selectat; - se pot întâmpina dificultati în evaluarea exacta a participarii fiecarui elev; - se poate manifesta fenomenul de complezenta sau de lene, unii elevi lasând responsabilitatea rezolvarii cazului pe seama celorlalti; - accesul la sursele de informare poate fi dificil; VI 3 11 Tehnica 6 / 3 / 5 Obiective posibile Tehnica 6/3/5 este oarecum asemanatoare brainstorming-ului Diferenta este ca ideile noi se scriu pe foi care circula între participanti Astfel, aceasta tehnica se numeste si brainwriting Numele 6/3/5 este ales pentru ca trebuie sa existe: - 6 membri ai grupului de lucru Acestia noteaza pe foi de hârtie câte - 3 solutii fiecare, la o anumita problema, timp de - 5 minute În total, se obtin 108 raspunsuri, în fiecare grup, în 30 de minute Exemplificare – lectura particulara Etapele metodei 6/3/5: Etapa I - Împartirea clasei în mai multe grupe de câte 6 membri fiecare Etapa a II-a - Formularea problemei; explicarea modalitatii de lucru Elevii primesc fiecare câte o foaie care este împartita în trei coloane Etapa a III-a - Desfasurarea activitatii În aceasta etapa, fiecare dintre participanti noteaza pe foaie 3 solutii ale problemei date, în fiecare dintre cele 3 coloane ale tabelului, în timp de 5 minute Foile se transmit apoi de la stânga la dreapta, pâna la posesorul initial Primitorul foii din stânga citeste solutiile si încearca sa le modifice IV Analiza solutiilor si selectarea celor mai bune Se apreciaza rezultatele Avantajele tehnicii 6/3/5: - ofera elevilor posibilitatea de a se exprima; - stimuleaza constructia de idei; - încurajeaza solidaritatea, dar si competitia între grupuri; - îmbina munca individuala cu munca de echipa; - are caracter formativ-educativ; Dezavantajele reprezinta constrângerea participantilor sa raspunda într-un timp fix Pe de alta parte, elevii pot sa fie influentati de solutiile date de ceilalti colegi, intrând în blocaj creativ VI 3 12 Metoda Frisco Obiective posibile Metoda Frisco presupune faptul ca participantii trebuie sa interpreteze un anumit rol, abordând aceeasi problema din perspective diferite În acest sens, membrii grupului vor juca fiecare, pe rând, mai multe roluri: conservatorul, exuberantul, pesimistul si optimistul Metoda a fost propusa de o echipa de cercetare din San Francisco numita Four boys of Frisco, cu scopul de a identifica probleme dificile care se pot rezolva pe cai cât mai simple si mai eficiente Metoda Frisco seamana cu un brainstorming regizat si presupune, din partea elevilor, spirit critic, stimularea gândirii a creativitatii si a imaginatiei Exemplificare – caracterizarea personajelor, lectura particulara Metoda Frisco are mai multe etape : 1 Etapa punerii problemei: elevii sau profesorul sesizeaza o situatie problema pe care o propun spre analiza; 2 Etapa organizarii colectivului: se stabilesc rolurile si cine le joaca; rolurile pot fi împartite individual sau pe echipe 3 Etapa dezbaterii colective: fiecare elev/grupa interpreteaza rolul pe care l-a ales/primit si se comporta conform acestuia Conservatorul apreciaza meritele solutiilor vechi, preferând mentinerea acestora, fara sa excluda unele îmbunatatiri Exuberantul emite idei care sunt aparent imposibil de aplicat în practica, stimulându-si colegii sa priveasca lucrurile ca si el Pesimistul nu are o parere prea buna despre ceea ce se discuta, contrazicând ideile si solutiile propuse El releva aspectele negative ale tuturor solutiilor Optimistul îndeamna participantii sa priveasca lucrurile dintr-o perspectiva realizabila El gaseste posibilitati de realizare a solutiilor propuse anterior de catre exuberant, stimulându-si colegii sa gândeasca pozitiv 4 Etapa sistematizarii ideilor si a stabilirii solutiilor Metoda Frisco este oarecum asemanatoare cu cea a „Palariilor gânditoare”, atât ca organizare, cât si prin mentionarea avantajelor si a limitelor VI 3 13 Învatarea prin cooperare Obiective posibile Învatarea prin cooperare este folosita atunci când elevii conlucreaza pentru a ajunge la o solutie comuna Exemplu – lectie noua, mai ales la realizarea sensului Aceasta metoda se poate utiliza în trei forme: grupuri formale, grupuri informale si grupuri fondate pe cooperare Grupurile formale sunt folosite când se preda o lectie noua Profesorul grupeaza elevii (2- 5) si formuleaza pentru fiecare grup sarcinile de lucru Aceste grupuri de elevi pot sa fie mentinute pe durata unei lectii sau mai multe, pâna la sfârsitul unei secvente de învatare Grupurile informale se formeaza ad-hoc, în timpul unei lectii, pentru a rezolva o anumita sarcina de învatare Grupurile fondate pe cooperare se stabilesc pentru un semestru sau pentru un an Acestea au o componenta stabila si ofera sprijin, asistenta si încurajare tuturor membrilor, în scopul succesului scolar Profesorul monitorizeaza interactiunea dintre membrii grupului, clarifica sarcinile de lucru si evalueaza calitatea achizitiilor Elevii înteleg responsabilitatea proprie si a celorlalti, constientizând rolul si contributia fiecaruia la obtinerea succesului VI 3 14 Ciorchinele Obiective posibile Ciorchinele este o varianta oarecum simpla a brainstormingului Aceasta metoda presupune identificarea legaturilor logice dintre idei si poate fi utilizata pentru reactualizarea cunostintelor (la începutul unei lectii), sintetizarea acestora si chiar pentru sistematizarea lor Exemplificare – lectie noua, mai ales la evocare Etape: 1 Se noteaza tema (un cuvânt) în mijlocul tablei sau al unei coli de hârtie; 2 Elevii trebuie sa noteze toate ideile legate de acel cuvânt/de acea tema, apoi sa traseze linii între elementul din centru si cele adaugate; 3 Elevii vor uni, prin linii, ideile ce par conectate între ele; 4 Finalul activitatii este atunci când se epuizeaza ideile, sau se termina limita de timp Reguli: • Scrieti absolut tot ce va vine în minte despre tema/elementul central • Nu judecati calitatea ideilor, ci doar notati-le • Se urmareste scrierea tuturor ideilor • Nu se limiteaza numarul ideilor, nici legaturile dintre ele VI 3 15 Cubul Obiective posibile Cubul este o metoda utilizata prin care o anumita tema poate fi studiata din perspective diferite Exemplu – literatura, mai ales la realizarea sensului Se confectioneaza un cub cu cele sase fete acoperite cu hârtie colorata (preferabil de culori diferite) Pe fiecare fata a cubului se scriu instructiunile: 1 descrie 2 compara 3 asociaza 4 analizeaza 5 aplica 6 argumenteaza Activitatea poate fi organizata în grupuri mici sau în perechi Elevii rezolva sarcinile de lucru (3-4 minute pentru o fata) si discuta raspunsurile O alta varianta presupune împartirea sarcinilor pe grupe, prin aruncarea cubului precum un zar Profesorul împarte fisele cu cerintele celor sase grupe si se lasa timp de lucru 4-5 minute, dupa care se prezinta raspunsurile Este de dorit ca fetele cubului sa fie discutate în ordinea prezentata, de la simplu la complex Ceilalti elevi din clasa fac aprecieri în legatura cu activitatea fiecarei grupe VI 3 16 Cvintetul Obiective posibile Cvintetul este o metoda didactica ce se bazeaza pe creativitatea elevului Este o poezie de cinci versuri, cu forma relativ fixa Este eficienta, deoarece este apreciata de catre elevi si e un mijloc interesant de evaluare a creativitatii elevilor Exemplificare – literatura, mai ales la reflectie Poezia se construieste dupa anumite reguli obligatorii, iar timpul de lucru este de 5-7 minute Profesorul alege un subiect sau un cuvânt-cheie Regulile de alcatuire a unui cvintet sunt: primul vers are un cuvânt - cuvântul tematic (un substantiv); al doilea vers are doua cuvinte (adjective - arata însusiri ale cuvântului tematic); al treilea vers are trei cuvinte (verbe la gerunziu - exprima actiuni care pot fi atribuite cuvântului tematic); al patrulea vers are patru cuvinte - o propozitie cu un continut esential despre cuvântul tematic; al cincilea vers are un singur cuvânt (cel mai des, un verb) care poate sa sintetizeze tema/ideea poetica VI 3 17 Eseul de 5 minute Obiective posibile Eseul de 5 minute este o metoda care poate fi folosita cu succes mai ales în evaluarea cunostintelor, deoarece, într-un timp scurt, se pot verifica toti elevii, iar acestia îsi pot dovedi creativitatea Exemplu – literatura, mai ales la reflectie Regulile sunt foarte simple – elevii trebuie sa scrie, în doar 5 minute, ceea ce cred în legatura cu un anumit subiect, astfel încât sa-si foloseasca imaginatia si competentele dobândite în cursul unei activitati didactice Este importanta esentializarea, deoarece timpul este limitat În paginile anterioare au fost prezentate doar câteva dintre metodele didactice de lucru în echipa, mai ales cele interactive Fara a afirma necesitatea folosirii exclusive a acestor metode, trebuie sa recunoastem ca sunt mult mai atractive pentru elevi decât cele traditionale Ele au, cum e si firesc, avantaje si dezavantaje, dar consideram ca avantajele sunt mult mai importante, deoarece dinamizeaza colectivul de elevi si faciliteaza învatarea Astfel, metodele centrate pe elev trebuie alese de cele mai multe ori în defavoarea celor în care rolul preponderent îl avea profesorul Cu toate acestea, exista obiecte din planul de învatamânt (informatica, matematica) care pot fi predate interactiv în mica masura, ceea ce îi poate determina pe elevi sa le considere rigide în comparatie cu alte discipline Pe de alta parte, chiar si la limba româna, unde creativitatea este definitorie, iar activitatile ce se pot desfasura în echipa sunt foarte numeroase, exista momente din lectie în care este de preferat abordarea clasica si centrarea, cel putin pentru un timp, pe profesor Cadrul didactic este cel care va decide ce si cât din activitatea didactica va fi organizat folosind metode clasice si cât anume va putea introduce modernitatea, astfel încât sa se utilizeze doar valentele pozitive ale acesteia Avantajele metodelor de lucru în echipa, spre deosebire de cele clasice, sunt importante: creeaza comportamente care implica participarea numeroasa a elevilor; faciliteaza fiecarui elev învatarea în ritm propriu, eliminând factorii de stres; stimuleaza cooperarea dintre colegi, nu competitia de dragul competitiei; sunt atractive si foarte apreciate de toti copiii; pot fi abordate având în vedere stilurile de învatare ale elevilor Dezavantajele folosirii acestor metode exista si trebuie remarcate: sunt mari consumatoare de timp si, deci, nu pot fi folosite la fiecare ora; sunt mult mai obositoare, atât pentru profesori, cât si pentru elevi, spre deosebire de metodele clasice, care uneori pot fi considerate chiar relaxante; cer, din partea profesorului, eforturi de proiectare si costuri mai mari; lucrul în echipe poate întârzia observarea, de catre profesor, a dificultatilor de învatare ale unor elevi În concluzie, tinând cont de toate aceste avantaje si dezavantaje, trebuie sa încercam sa pastram un echilibru în utilizarea metodelor moderne si traditionale Activitati practic-aplicative Obiectivele activitatilor practic-aplicative elaborarea unui eseu în care sa fie pusa în evidenta opinia personala în legatura cu modalitatile de lucru eficiente; prezentarea unei metode didactice pretabile activitatii în echipa/în grup; proiectarea unei secvente de lectie, utilizând una dintre metodele de lucru în echipa; conceperea unui proiect didactic în care sa utilizeze metodele de lucru în echipa/în grup; identificarea avantajelor si dezavantajelor folosirii metodelor de lucru în echipa A 1 Alcatuiti un eseu de 5 minute cu tema: Modalitati de lucru în echipa/în grup Avantaje si dezavantaje A 2 Prezentati o metoda care se preteaza a fi utilizata la clasa (în afara celor din curs), utilizând modalitati de lucru în echipa/ în grup A 3 Proiectati o secventa de lectie de limba româna, în care sa folositi Turul galeriei A 4 Alcatuiti un proiect de lectie de literatura, în care sa folositi împartirea clasei în sase echipe si sa utilizati, ca metode didactice, Cubul, Palariile gânditoare si Cvintetul VII Utilizarea metodelor didactice interactive în scopul transferului de cunostinte dintr-un domeniu în altul Obiectivele sesiunii: utilizarea adecvata a conceptelor cheie din domeniul referitor la metodele interactive; dezvoltarea competentelor cadrelor didactice referitoare la utilizarea si aplicarea metodelor interactive; dezvoltarea competentelor cadrelor didactice în pregatirea si în realizarea unor ore de limba si literatura româna ce presupun un aspect interdisciplinar si au la baza metodele interactive de lucru VII 1 Metodele interactive VII 1 1 Metodele interactive: caracteristici Prin metoda de învatamânt se întelege un anumit mod de organizare sau rationalizare a unei actiuni determinate de predare si învatare Metoda de învatamânt precizeaza în ce fel, cum anume, trebuie sa actioneze profesorul împreuna cu elevii sai pentru a realiza obiectivele propuse la un nivel de performanta (cel mai înalt) Metoda se defineste ca drum sau cale de urmat în activitatea comuna a educatorului si educatilor, pentru îndeplinirea scopurilor învatamântului, adica pentru informarea si formarea educatilor De altfel, termenul de metoda provine de la grecescul ,, methodos”, alcatuit din ,, odos”(cale) si ,, metha’’(spre) Metoda activa este actiunea pedagogica ,, prin care se permite copilului satisfacerea trebuintelor sale de activitate, de cercetare, de creativitate, de comparare si de întelegere a cunostintelor prin el însusi sau în colaborare cu alti copii, în loc sa primeasca de-a gata de la profesor sau din manualul scolar ” Metodele interactive se deosebesc de metodele traditionale prin urmatoarele aspecte: elevul depune efort personal; elevul participa la explicatiile profesorului; elevul beneficiaza de autonomie, fiind motivat si încurajat sa aiba initiativa si sa fie creativ; învatarea se face prin întelegerea fenomenelor, nu doar prin simpla cunoastere; elevii preiau controlul asupra propriei învatari VII 1 2 Scopul aplicarii metodelor interactive: efectele pozitive Prin aplicarea metodelor interactive se urmareste: activitatea didactica sa se transfere de la profesor la elev, acesta din urma creând si dezvoltând cunostinte; activitatile de tip formativ sa aiba o pondere mai mare decât cele de tip informativ; învatarea sa reprezinte un mijloc de dezvoltare; relatiile între elevii din acelasi grup si relatiile între elevi si profesor se stabilesc prin comunicare, stima si încredere; Gruparea si sarcinile în care membrii grupului depind unul de celalalt pentru realizarea activitatii propuse arata ca: elevii se implica mai mult în învatare decât în abordarile frontale sau individuale; elevii îsi manifesta dorinta de a împartasi celorlalti ceea ce experimenteaza, iar aceasta conduce la noi conexiuni în sprijinul întelegerii; elevii acced la întelegerea profunda atunci când au oportunitati de a explica si chiar preda celorlalti colegi ceea ce au învatat Efectele pozitive ale învatarii prin descoperire sunt urmatoarele: cresterea potentialului intelectual; motivarea intrinseca; memorarea mai buna; învatarea metodelor generale ale descoperirii; Caracteristicile metodelor interactive sunt: activitatea subiectilor – elevii sunt implicati cu toata personalitatea lor în activitatile pe care le desfasoara; motivarea elevilor – acestia vor dori sa realizeze activitatea propusa si vor dobândi cunostinte cu placere; participarea la grup – activitatile se realizeaza prin cooperare, membrii grupului însusindu-si norme de conduita în cadrul grupului; rolul profesorului este de îndrumator; controlul devine o autoevaluare a performantelor individuale sau colective VII 1 3 Clasificarea metodelor interactive; strategii bazate pe studiul individual; strategii bazate pe cooperare; tehnici de organizare grafica a informatiilor; strategii bazate pe jocuri Clasificarea metodelor interactive: Strategii bazate pe studiul individual: 1 SINELG 2 Interogarea autorului 3 Lasa-mi mie ultimul cuvânt 4 Jurnalul dublu 5 R A F T 6 Cvintetul 7 Ce se vede? Ce se aude? Ce se simte? 8 Scrisul ca abordare procesuala 9 Stiu-Vreau sa Stiu- Am învatat 10 Metoda predictiilor 11 Gânditi cu voce tare 12 Ghidul de anticipatie Strategii bazate pe cooperare: 1 Linia valorilor 2 Colturile 3 Investigatia în comun 4 Mozaicul 5 Gânditi – Lucrati în perechi – Comunicati Tehnici de organizare grafica a informatiilor: Diagrama VENN Ciorchinele Strategii bazate pe jocuri: Jocul de rol Benzile desenate Cercuri de discutii Aplicatii: Realizati o schema pentru a prezenta una dintre metodele interactive VII 2 Interdisciplinaritatea VII 2 1 Aspecte generale Basarab Nicolescu, fizician de origine româna, actualmente una dintre vocile cele mai avizate în domeniul cercetarii transdisciplinare, propune o relatie între epistemologie si educatie în contextul complexitatii ca fundament acceptat al lumii contemporane Într-un manifest al transdisciplinaritatii el distinge trei grade diferite de integrare: - pluridisciplinaritatea se refera la studierea unui obiect dintr-una si aceeasi disciplina prin intermediul mai multor discipline deodata Putem studia, de exemplu, marxismul din perspectiva filozofiei, a istoriei, a economiei, a psihanalizei, a literaturii Obiectul de studiu se îmbogateste la confluenta dintre mai multe discipline; plusul rezultat este însa apanajul disciplinei sursa (în exemplul oferit – filozofia – caci din acel domeniu a pornit cercetarea obiectului Daca transferam în plan didactic, ar fi profitabil pentru elevi daca, pentru abordarea Renasterii, profesorul de istorie s-ar consulta cu profesorii de educatie plastica, educatie muzicala, educatie tehnologica, limbi moderne pentru a oferi o perspectiva multipla, în acord cu tema complexa abordata - interdisciplinaritatea se refera la transferul metodelor de la o disciplina în alta Basarab Nicolescu distinge un grad aplicativ, un grad epistemologic, un grad generator de noi discipline Ca si în cazul anterior, desi interdisciplinaritatea depaseste compartimentarea disciplinelor, finalitatea sa ramâne totusi la nivelul cercetarii disciplinare Practic, prin cel de-al treilea grad al sau, chiar contribuie la ceea ce s-a numit în sec XX Big Bang-ul disciplinar - transdisciplinaritatea se refera la ceea ce se afla în acelasi timp: între discipline, înauntrul diverselor discipline, dincolo de orice disciplina Finalitatea sa este întelegerea lumii prezente, iar unul dintre accentele sale fiind unitatea cunoasterii Atât din punct de vedere epistemologic cât si curricular, abordarea ,,trans” presupune fuziunea disciplinelor în perspectiva reprezentarii si rezolvarii problemelor complexe ale lumii Interdisciplinaritatea reprezinta modalitatea de organizare a continuturilor învatarii, având implicatii asupra strategiei de proiectare a curriculumului, în totalitatea ei, oferind o imagine unitara asupra continuturilor studiate în cadrul disciplinelor de învatamânt, facilitând contextualizarea si aplicarea tuturor cunostintelor dobândite În procesul de învatamânt se regasesc aspecte interdisciplinare la nivelul corelatiilor minimale obligatorii, ce sunt sugerate de planul de învatamânt si de programele disciplinelor sau ariilor curriculare Pentru înfaptuirea unui învatamânt modern si formativ consideram predarea – învatarea interdisciplinara o conditie foarte importanta Avantajele interdisciplinaritatii sunt: • permite elevului acumularea unor informatii despre obiecte procese, fenomene ce vor fi reluate pentru studiu în anii urmatori; • clarifica o tema realizând o trimitere catre mai multe discipline; • creeaza ocazii de a face o corelatie a limbajelor disciplinelor scolare; • permite aplicarea eficienta a cunostintelor în diverse domenii; • constituie si o abordare economica din punctul de vedere al raportului dintre cantitatea de cunostinte si volumul de învatare Predarea interdisciplinara are în vedere aspectele multiple ale dezvoltarii copilului: intelectuala, emotionala, sociala, fizica si estetica, asigurând formarea sistematica si progresiva a unei culturi comunicative necesara elevului în învatare Aplicatii: Alegeti din programa scolara anumite continuturi ce ar putea face trimitere la un alt domeniu Numiti domeniile implicate, motivând alegerea facuta VII 2 2 Interdisciplinaritatea în cadrul obiectului limba si literatura româna Interdisciplinaritatea obiectului limba si literatura româna cu alte obiecte este obligatorie, tinând cont de aplicabilitatea directa în practica a istoriei, biologiei, geografiei, muzicii, desenului, religiei si limbilor straine Interdisciplinaritatea acestor obiecte înseamna studii si interpretari stilistice în planul continuturilor care sa ofere cunoasterea si descifrarea simbolurilor si metaforelor artistice pornind de la cunostinte din alte domenii O buna experienta interdisciplinara le poate oferi elevilor flexibilitatea si capacitatea de introspectie pe care altfel nu ar putea-o dobândi Legatura dintre istorie si literatura se poate stabili atunci când discutam despre chipurile unor mari domnitori români sau despre mari evenimente istorice ale tarii noastre Astfel vorbim despre Alexandru Lapusneanul din nuvela cu acelasi nume de Costache Negruzzi, despre Despot Voda din drama lui Vasile Alecsandri, despre Mihai Viteazul în balada Pasa Hassan de George Cosbuc sau în Românii subt Mihai-Voievod Viteazul de Nicolae Balcescu, despre Mircea cel Batrân în Scrisoarea III de Mihai Eminescu, Umbra lui Mircea La Cozia de Grigore Alexandrescu, Cozia de Eugen Jebeleanu, Imnul lui Mircea cel Batrân de Ioan Alexandru, Vlad Tepes în Voda-Tepes de Tudor Arghezi, Dreptatea lui Tepes, legenda populara, A treia teapa de Marin Sorescu, Al I Cuza in Mos Ion Roata si Unirea de Ion Creanga, Cuza Voda si sultanul de Dumitru Almas sau evenimente istorice de mare însemnatate: Hora Unirii, Desteptarea României, Oda ostasilor români de Vasile Alecsandri, Noi vrem pamânt! de George Cosbuc, Sobieski si românii de Costache Negruzzi, Rascoala, Padurea spânzuratilor de Liviu Rebreanu Despre Stefan cel Mare, între anii 1457- 1504, au scris Grigore Ureche in Letopisetul Tarii Moldovei ,,om nu mare la stat, mânios si degraba a varsa sânge nevinovat…la lucruri de razboaie mester…”; Barbu Stefanescu Delavrancea în Apus de soare ,,eul Moldovei”, ,,nebiruitul Stefan”; Dimitrie Bolintineanu în Muma lui Stefan cel Mare ,,Stefan e departe;/ Bratul sau prin taberi mii de morti împarte…”; Vasile Alecsandri în Dumbrava Rosie ,,erou al românilor, erou sfânt”; Mihail Sadoveanu in Fratii Jderi ,,se zvoneste prin sate despre Maria Sa ca-i om nu prea mare de stat, însa groaznic când îsi încrunta sprânceana ” Literatura si biologie, descriere literara si descriere stiintifica, epitete, personificari si termeni, concepte exacte, riguroase, o legatura care se creeaza firesc, stimulând întelegerea în moduri diverse a unor cunostinte din mediul naturii Despre flori au scris Vasile Alecsandri, Doine si lacrimioare sau celebrele Flori de mucigai ale lui Arghezi, Flori de mac de Lucian Blaga, Toporasi de Magda Isanos, despre albine Stupul lor de Tudor Arghezi, despre arbori Pe lânga plopii fara sot de Mihai Eminescu sau Orasul cu salcâmi de Mihail Sebastian, despre Gândacelul sau Closca lui Gârleanu, Moartea caprioarei de Nicolae Labis, Balada motanului de Nichita Stanescu, Balada unui greier mic de George Topîrceanu sau Ursul pacalit de vulpe de Ion Creanga Câinele, un mamifer carnivor din familia canidelor, printre cele mai populare animale de companie ale oamenilor, apare în fabula Câinele si catelul de Grigore Alexandrescu ,,Samson, dulau de curte, ce latra foarte tare…Catelul Samurache, potaia…”; în Zdreanta de Tudor Arghezi ,,E un câine zdrenturos/ De flocos, dar e frumos ”; Catelusul schiop de Elena Farago ,,un biet catel”; Foarte câine de Nichita Stanescu ,,Foarte câine-am vrut sa fiu/ cu latratul în pustiu ”; Ciobanila de Vasile Voiculescu ,,Câinele cu blana vâlvoi , terfelita de pulberi si noroaie”; în Baltagul de Mihail Sadoveanu, câinele lui Lipan, Lupu; Bubico de I L Caragiale ,,un catel latos, plin de funde, de panglici rosii si albastre ” Acelasi tip de legatura se stabileste si între literatura si geografie, când sunt descrise râuri din tara noastra Malul Siretului de Vasile Alecsandri, Oltul de Octavian Goga, sau fenomene ale naturii precum Gerul de Vasile Alecsandri, Moina de George Bacovia, Eclipsa de Ana Blandiana, Stalactita de Lucian Blaga, Ion Minulescu are o poezie intitulata Turism, iar Marin Sorescu, Muntele Ploaia este o precipitatie atmosferica sub forma de picaturi de apa provenite din condensarea vaporilor din atmosfera, iar Bacovia, poetul ploii, scrie in Lacustra ,,De - atâtea nopti aud plouând, / Aud materia curgând…” în Ploua ,,Ploua cum n-am mai vazut”; în Rar,,Ploua, ploua, ploua”; Dimitrie Anghel vorbeste în Dupa ploaie de ,,picurii razleti de ploaie când trece un nour gonit de furtuna”; George Cosbuc, Brâul Cosânzenii ,,Curgea din cer ploaie curata…”; Dimitrie Bolintineanu, O noapte la morminte ,,Caci ploaia se varsa pâraie din nor”; George Topîrceanu, Noapte de toamna ,,Ploaia bate-n geamuri, stresinile cânta”; St O Iosif, Cântece ,,Frig, si vânt, si ploaie…/ Drumul e glodos si greu…”; Al Macedonski, Cântecul ploaiei ,,Ploua, ploua,/ Ploua cât poate sa ploua ”; Nichita Stanescu, Ploaie în luna lui Marte ,,Ploua infernal, ploaie de tot nebuneasca”; Ana Blandiana, Descântec de ploaie ,,Iubesc ploile, iubesc cu patima ploile”; Ion Minulescu, Ploaie urbana ,,Ploua asa cum stim cu totii ca ploua”; Tudor Arghezi, Ploaie ,,Ploua-n golurile din ramuri”; Otilia Cazimir, Poezia în ploaie ,,Ploua-adânc, pe câmp, pe gara ” Interdisciplinaritatea literatura - religie, scriitura religioasa, termeni împrumutati din învataturile crestine, poeti care apeleaza la cuvintele sau pildele biblice si scriu despre sarbatori mari crestine: Rugaciune la Octavian Goga, Mihai Eminescu, St O Iosif, Marin Sorescu, Ceva ca rugaciunea, Ma rog de Mihai Beniuc; Eva de Lucian Blaga, Adam si Eva de Liviu Rebreanu, În gradina Ghetsemani de Vasile Voiculescu, romanul Îngerul a strigat de Fanus Neagu sau cel al lui Sorin Titel, Femeie, iata fiul tau; În ziua de Paste de Elena Farago, La Pasti, de George Cosbuc Psalmul, imnul religios biblic, a devenit sursa de inspiratie pentru Alexandru Macedonski în Psalmi moderni ,,Oh! Doamne, rau m-ai urgisit…”; Alexei Mateevici, Psalmi ,,Trimite-i, Doamne, bucurie/ Aceluia…”; Tudor Arghezi ,,Tare sunt singur, Doamne, si piezis…”; George Topîrceanu, Psalm; Dosoftei, Psaltirea în versuri, St O Iosif, Icoane vechi; Lucian Blaga, Psalm ,,Iubind – ne-ncredintam ca suntem” Literatura simbolista pleda pentru muzicalitatea creatiei artistice, fie prin prezenta instrumentelor muzicale, fie prin muzicalitatea interioara a versurilor Astfel, întâlnim în creatia literara termeni împrumutati din domeniul muzicii; Ecou de serenada de George Bacovia, Imnul studentilor de George Cosbuc, Cântecul potirului de Nichifor Crainic, Doina de Mihai Eminescu, Cântec de buzunar de Mircea Dinescu, Concert din muzica de Bach, roman de H P Bengescu Romanta e o compozitie muzicala vocala cu acompaniament instrumental având un continut liric, sentimental, dar si specie a poeziei lirice sentimentale Au scris romante: G Cosbuc, Negura noptii doarme pe mal, G Topîrceanu, Romanta, G Bacovia, Ecou de romanta, Ion Minulescu, Romanta cheii, a noului-venit, celor trei romante, a soarelui, fara ecou ,,Iubire, bibelou de portelan”, H P Bengescu, romanul Romanta provinciala, St O Iosif, Romante Cromatica artistica este, de asemenea, fie exprimata direct prin culori cu putere de simbol Alb, Gri, Amurg violet de G Bacovia, fie sugerata prin corespondente Contrast de G Bacovia, Desen pentru cort - Ion Barbu, Pictura cu crin - Marin Sorescu Tablouri de natura creeaza Bacovia, Tablou de iarna, Alecsandri, Noaptea, Cosbuc, Iarna pe ulita, Topîrceanu, Toamna în parc Pastelul e un creion colorat, moale, pentru desen sau desenul executat cu astfel de creioane, si poezia cu continut liric, în care se zugraveste un tablou din natura Vasile Alecsandri, creatorul pastelului, a scris Pasteluri: Vara, Iarna, Viscolul, Sfârsit de toamna - ,,Lunca batuta de bruma, acum pare ruginita”; Mihai Eminescu, Sara pe deal - ,,Luna pe cer trece-asa sfânta si clara”; Bacovia, Pastel ,,- Adio, pica frunza/ Si-i galbena ca tine-“; Cosbuc, Pastel -,,Taciuni-n vatra dau lumina”; Ion Pillat, Martisor -,,A nins cu nea de floare pe pomii din livezi”; Blaga, Vara -,,Pamântu-ntreg e numai lan de grâu”; Ion Minulescu, Pastel mecanic - ,,Monocromia dezolanta a unei dimineti ploioase”; Acuarela - ,,În orasu-n care ploua de trei ori pe saptamâna”; Topîrceanu, Pastel -,,Rasfrângeri rosii de amurg/ Se sfarma-n licariri marunte”; Ana Blandiana, Pastel -,,Vântul curge ziua”; Autopastel Aplicatii: Încercati sa schitati o structura a unei lectii la care ar participa doi profesori ce au legatura cu tema ce presupune un aspect interdisciplinar, aplicând sistemul team-teaching Puteti folosi ca model urmatoarea structura Fixati apoi metodele ce ar putea fi folosite în predarea-învatarea continuturilor Sugestie: Proiectul interdisciplinar: Bios între realitate si fictiune Clasa a VI-a A Activitatea experimentala ce are la baza predarea alternativa, în echipa: De la Batracian la Regele Broasca Biologie Literatura Motivarea initierii proiectului interdisciplinar: obiectivele propuse; evidentierea ideii de literar si nonliterar Fisa: jumatate/ jumatate; de lucrat; Secventa de film: Maria Mirabela: rostul broscutelor - Oachi; 1) Amfibienii: evolutia amfibienilor; termenul: amphi: dublu; bios: viata; Semnificatia în mitologie: rol de trecere, de legatura între cele doua medii de viata 2) Clasificare: tip vierme; cu coada; tip broasca; Broasca de lac: în orice lac sau mlastina se gasesc broaste; Simbolul: viata; prin asociere cu ideea de apa Poezii: mediul de viata 3) Culoarea corpului: - adaptare la mediu; camuflajul dublu: broasca-bou; - avertizarea ca sunt otravitoare; Epitete Pradatorii: Marinimie de Emil Gârleanu Poezie: 4) Alcatuire: Cap: 2 ochi; 3 pleoape mobile; 2 urechi fara pavilioane; 2 nari prevazute cu capacele; gura larga; dinti marunti; limba; Corp: trunchi: turtit; membre; Joc: numaratoare Personificarea 5) Pielea: umeda, subtire, puternic vascularizata Legenda: Maica Domnului, inelul; basme: se arunca pielea; 6) Locomotia: salturi, înot 7)Hranirea: insecte, viermi, paianjeni, melci, icre, pestisori; 8) Respiratia: adulti: plamâni, piele Poezie: 9) Înmultirea: strigate; 10) Dezvoltarea prin metamorfoza Asocierea cu etape ale vietii umane Metamorfozare: ideea de evolutie spirituala: de la broasca la om; sau involutie: de la om la broasca: pentru evidentierea rezistentei unor calitati deosebite; Basme: Regele Broasca Film: Tarevna- Vasilisa 11) Temperatura corpului Exercitiu: metafore Film: Oachi: finalul Selectarea unor trasaturi specifice unor texte literare si nonliterare; de afisat selectiv VII 3 Transferul de cunostinte prin utilizarea metodelor interactive si a metodei team-teaching Utilizarea metodelor interactive permite însusirea adecvata a cunostintelor, iar aspectul interdisciplinar al orelor de limba si literatura româna sporeste fixarea acestora si transformarea în priceperi si deprinderi Abordarea unei teme din perspectiva altor discipline ofera posibilitatea unitatii în ceea ce priveste efectul cunostintelor materializat în priceperi si deprinderi Pornind de la ilustrarea unui anumit aspect în diverse domenii, ora de literatura sporeste prin complexitate, dar, în acelasi timp, se contureaza elementul esential În predarea - învatarea unor continuturi ce presupun nemijlocit un aspect interdisciplinar, utilizarea metodelor interactive sporeste gradul de reflectie multilaterala a elevului asupra acelui aspect din realitate Fie ca sunt folosite de un profesor la obiectul sau, pentru a evidentia referirea la alte domenii, fie sunt utilizate la predarea în echipa (team-teaching), fiecare organizându-si continuturile în functie de specificul disciplinei sale, metodele interactive dezvolta logica perceperii notiunilor VIII Utilizarea softurilor educationale în proiectarea activitatii didactice Obiectivele temei urmaresc: • descrierea contextului introducerii noilor tehnologii pentru eficientizarea educatiei; • definirea notiunilor asociate instruirii asistate de calculator; • prezentarea tipurilor de soft educational în vederea valorificarii potentialului acestora în procesul de predare-învatare; • argumentarea rolului si a valorii softului educational în organizarea si desfasurarea procesului didactic; • utilizarea aplicatiilor si instrumentelor online în cadrul activitatilor cu elevii; • compararea situatiilor didactice conventionale cu cele sustinute de aplicatii online; • identificarea avantajelor si limitelor instrumentelor si aplicatiilor online prin raportare la finalitatile educationale VIII 1 Utilizarea calculatorului în activitatea didactica VIII 1 1 Eficientizarea educatiei prin utilizarea noilor tehnologii Una dintre principalele tendinte contemporane ale sistemului educativ este reprezentata de cresterea importantei, a rolului si a efectelor tehnologizarii asupra desfasurarii activitatii didactice Proiectarea si evaluarea activitatilor didactice se asociaza, din ce în ce mai mult, cu folosirea mijloacelor tehnice, iar „impactul direct al tehnologiilor informatiei si ale comunicatiilor (TIC) separa practic lumea educatiei si a formarii în cei care poseda si aplica eficient know how-ul si cei care nu o fac [ ] Intrarea umanitatii în era informatiei (engl information age), precum si crearea societatii informatiei si a cunoasterii pot fi considerate efecte directe ale globalizarii, acestea fiind percepute în mod cu totul diferit astazi de catre guverne, sisteme, comunitati, indivizi din întreaga lume ” Deschiderea activitatii didactice înspre tehnologizare este o necesitate Tendinta de ansamblu a societatii contemporane, tehnologizarea transmiterii informatiei si a tehnicilor de lucru la clasa nu putea sa nu îsi faca simtita prezenta în scoala, un spatiu deschis în cea mai mare masura inovatiilor, prin relatia foarte strânsa pe care aceasta institutie o are cu celelalte compartimente ale vietii sociale Astazi, atât datorita contextului tehnologic, cultural, social, cât si datorita centrarii activitatilor educative pe dezvoltarea de competente pentru secolul XXI – comunicare, civism, cooperare, a învata sa înveti, utilizarea noilor tehnologii etc – în sistemele de educatie si formare are loc o mutare de accent de la formarea de competente de baza la dezvoltarea de competentele cheie – un set de cunostinte, abilitati si atitudini necesare pentru accesul pe piata muncii, incluziune socio- culturala, dezvoltare personala si învatare pe parcursul întregii vieti Folosirea tehnologiilor informatiei si comunicatiilor se înscrie printre principalele domenii de competente cheie afirmate de Comisia Europeana TIC se regaseste în toate domeniile vietii sociale si profesionale, dezvoltarea competentelor specifice acestui domeniu educational reprezentând cel putin o conditie necesara pentru integrarea sociala si profesionala a individului, la finalul unui parcurs educativ complex Parcursul de învatare propus de cadrul didactic elevilor prin ceea ce reprezinta curriculumul scolar dobândeste, în egala masura, prin integrarea de continuturi digitale si prin folosirea de instrumente online, complexitate, diversitate, legatura cu experienta de viata a educatului Utilizarea resurselor electronice în procesul educational îi faciliteaza cadrului didactic însusirea rolului de îndrumator, de mediator al legaturii dintre elev si informatiile care trebuie însusite, minimalizând rolul de sursa exclusiva de cunostinte pentru educat Valorificarea potentialului TIC în eficientizarea procesului educativ nu se poate realiza decât în conditiile în care cadrul didactic este pregatit sa foloseasca si sa integreze resursele specifice În aceeasi masura conteaza resursele tehnologice de care dispune unitatea scolara (existenta laboratoarelor de informatica sau a calculatoarelor în salile de clasa, accesul elevilor la aceste resurse, existenta unor softuri educationale si a conexiunii la internet în scoala), dar si conceperea unui cadru organizat de folosire a acestor resurse, în sensul conjugarii eforturilor tuturor cadrelor didactice din scoala si ale colectivului managerial pentru dirijarea procesului instructiv în sensul dezvoltarii competentelor specifice ale elevilor Termenul e-learning desemneaza, în sens larg, totalitatea situatiilor din procesul instructiv în care se utilizeaza într-o masura semnificativa mijloace specifice tehnologiei informatiei si comunicarii În sens mai restrâns, termenul se refera la un anumit tip de educatie la distanta, organizat de o institutie care furnizeaza materiale de studiu într-o ordine planificata secvential si logic, astfel încât beneficiarii procesului instructiv sa le parcurga într-un ritm propriu Cu aceasta semnificatie se foloseste termenul în practica educationala din învatamântul superior si din platformele programelor de educatie continua În didactica actuala, termenul, preluat din literatura anglo-saxona, a derivat sensul primar (electronic-learning, învatare prin intermediul mijloacelor electronice), prin integrarea sensurilor asociate unui proces complex, de actiuni educative cu ajutorul mijloacelor informatice moderne (e-education) În acest sens, e-learning se defineste la ora actuala mai mult ca un concept, decât ca un termen, subsumând sensuri asociate mai multor tipuri de procese de învatare în care pot fi integrate elemente de suport tehnologic (de exemplu, instruirea asistata de calculator) Un alt concept trebuie clarificat în legatura cu procesul de elearning Este vorba despre software-ul didactic, desemnând o gama vasta de materiale electronice (de tipul harti, dictionare, enciclopedii, filme, site-uri, carti electronice etc ), folosite ca instrumente/resurse pentru elearning Se defineste ca soft educational o aplicatie având obiective pedagogice precizate si oferind posibilitatea de identificare a nivelului cunostintelor educatului, cu o conceptie clara în legatura cu formele de învatare necesare pentru a se trece de la nivelul identificat la un alt nivel, în legatura cu obiectivele vizate În aceeasi masura, softul educational permite verificarea parcurgerii fiecarei etape de învatare, corectând erorile Avantajul cel mai evident si cel mai semnificativ al softului educational este reprezentat de asigurarea individualizarii procesului de învatare, atât prin parcurgerea materiei în ritmul propriu al educatului, cât si prin adecvarea activitatilor de învatare la stilul de învatare personal Din acest punct de vedere, cel putin la nivel teoretic, softul educational nu poate fi considerat ineficient Utilizarea softurilor educationale în procesul didactic traditional actual se înscrie, dupa unii autori, în tendinta de virtualizare a experientelor de învatare parcurse de omul contemporan, indiferent de acceptia care i se atribuie termenului de învatare În contextul actual, educatia si formarea bazate pe noile tehnologii au rolul de a înlocui o parte din structurile traditionale cu altele noi, venind în întâmpinarea schimbarilor inerente în cultura si civilizatia umana Raspuns la cererea crescânda de educatie, instruirea asistata de calculator îsi demonstreaza eficienta în primul rând la nivel social În plin avânt tehnologic, nevoia de diversificare si de adaptare a ofertelor de învatare si a institutiilor de formare se manifesta la multiple niveluri – factor uman implicat, continuturi vehiculate, procedee de evaluare, proceduri de management institutional, activitati extrascolare În ciuda faptului ca studiile realizate pentru a determina daca exista diferente între performantele obtinute în procesul de învatare diferentele între performantele obtinute de elevi în procesul de învatare în sistem traditional, respectiv în sistem care integreaza mijloace electronice nu au evidentiat decalaje majore, o posibila concluzie este aceea ca învatarea este stimulata în mare parte de tehnicile de instruire si în masura mai mica de mediul folosit (E Noveanu, 2005) Ceea ce trebuie subliniat, în aceste circumstante, este ideea ca procesul de învatare prin mijloace electronice, furnizând o varietate mare de strategii de instruire, manifesta o mai mare flexibilitate si capacitate de adaptare În lucrarea Valorificarea noilor tehnologii pentru parteneriate scolare eTwinning, termenului de e-learning îi sunt atribuite câteva caracteristici asociate parcursurilor educationale asistate de tehnologii Având în vedere aspecte ale demersului educational si instrumentele care le sustin, autorii mentioneaza urmatoarele caracteristici: 1 Independenta, flexibilitate, autonomie si auto-determinare în învatare, deschidere, educatie la distanta Obiecte educationale reutilizabile, medii virtuale de învatare (VLE), sisteme de management al învatarii (LMS), sisteme de management al continutului (CMS) 2 Lucru în grup si în echipa, învatare colaborativa asistata de calculator, social elearning Software social, retele de învatare asincrona 3 (Auto)evaluare si exersare Teste de evaluare pe calculator, banci de itemi, analiza automata a rezultatelor, teste adaptive, analiza semantica automata a textelor 4 Motivare si angajament Multimedia, realitate virtuala 5 Învatare prin descoperire Hypermedia, simulari, jocuri educationale pe calculator 6 Personalizare Medii de învatare adaptive, sisteme de formare prin completarea portofoliului 7 Învatare nonformala si informala Mobile learning, acces de oriunde si oricând (ubiquitous computing), forum de discutii Avantajele instruirii asistate de calculator sunt evidente Aceasta completeaza activitatile didactice de tip conventional, vizând multiple aspecte ale procesului educativ: stimularea interesului elevilor pentru învatare, cresterea motivatiei acestora prin crearea unei forme atractive de parcurgere a materiei, care poate integra, în acest sistem, cunostintele într-un proces mai amplu, vizând si activitatile educationale nonformale, crearea posibilitatii de proiectare si desfasurare a lectiilor de catre profesor într-o maniera specifica, în masura sa faciliteze instruirea diferentiata, coordonarea mai buna a activitatii didactice, interactiunea si colaborarea participantilor la procesul instructiv VIII 1 2 Softul educational si valorificarea potentialului sau în procesul didactic Dintre numeroasele criterii dupa care pot fi clasificate aplicatiile educationale adaptate pentru suport electronic, pot fi mentionate finalitatea, strategiile abordate, procesele învatarii pe care acestea le privilegiaza În conformitate cu aceste criterii, se realizeaza procesul de proiectare al unui soft educational, vizându-se, în acelasi timp, înscrierea acestuia într-o anumita orientare psihopedagogica/perspectiva pedagogica Olimpius Istrate mentioneaza câteva dintre aceste criterii: - distinctia dintre softul folosit ca resursa (sau suport) pentru activitatile didactice si softul prin care sunt vizate direct procese de învatare În primul caz, aplicatiile în format electronic sunt realizate pentru a fi utilizate pe scara larga, având o destinatie mai curând „culturala” decât „educationala”: enciclopedii, carti în format electronic, diverse baze de date etc În masura în care îsi pot gasi o utilitate în cadrul unei situatii de învatare cu finalitate intentionata, aplicatiile enumerate se situeaza la periferia a ceea ce autorul considera a fi softul educational propriu-zis Pe de alta parte, este mentionat softul prin care se vizeaza procese de învatare Aceste aplicatii sunt proiectate în mod special pentru a produce învatare, pe o anumita secventa bine delimitata a dezvoltarii individului si urmarind obiective clar stabilite - tipul de rezultate asteptate ale instruirii, criteriu care conduce la distinctia între: softuri care vizeaza comportamente de cunoastere; softuri care vizeaza capacitati de întelegere; softuri de aplicare; softuri care vizeaza capacitati de analiza; softuri care vizeaza capacitati de sinteza; softuri care dezvolta competentele de evaluare - tipul de strategie abordata, care conduce la crearea de softuri combinând doua sau mai multe strategii sau aspecte ale acestora: softuri ce favorizeaza strategii/ abordari de tip inductiv; softuri în care predomina strategii/ abordari de tip deductiv; softuri ce favorizeaza activitati colaborative; softuri care permit învatarea independenta; softuri în care învatarea este condusa/ mediata de profesor etc - procesele învatarii pe care le favorizeaza, care permite distinctii între softuri ce favorizeaza o învatare bazata pe proiect, pe resurse, etc ; softuri ce favorizeaza dezvoltarea structurilor cognitive, aspectele afectiv-emotionale, orientate spre dimensiunea actionala Avându-se în vedere numeroasele posibilitati de combinare a acestor criterii în proiectarea unui soft educational, se pot crea softuri care sa valorizeze rezolvarea de probleme, demonstratia, simularea, brainstorming-ul, dezbaterile, jocurile didactice etc Cel mai important element în proiectarea unui soft educational este identificarea exacta a tipurilor de obiective operationale urmarite pe fiecare secventa a acestuia În acest mod, profesorul este ajutat atât sa-si proiecteze o strategia didactica adecvata pentru utilizarea respectivului soft, cât si sa elaboreze corect instrumentele de evaluare a modului/gradului de atingere a obiectivelor fixate atingerii obiectivelor Aplicatiile online au un potential de învatare de o importanta aparte, data fiind posibilitatea vehicularii unui continut permanent actualizat la nivel stiintific, proiectat corespunzator la nivel pedagogic si adresat unui numar foarte mare de utilizatori (considerat, teoretic, nelimitat) În aceeasi masura, posibilitatea monitorizarii si evaluarii de la distanta a procesului de învatare si facilitarea schimbului de informatii cu alti utilizatori, prin interactiunea în mediul virtual, sunt elemente care sustin potentialul softurilor educationale în procesul educativ VIII 2 Elaborarea unor instrumente de lucru si de evaluare (fise de lucru, teste, proiecte, planuri de lectie) folosind un soft educational Favorizate de gradul extins de conectivitate la Internet a scolilor si a cadrelor didactice si prin avantajele pe care le ofera în construirea unor situatii de instruire , aplicatiile online sunt o realitate de necontestat, câstiga teren pe zi ce trece, devenind din ce în ce mai folosite în activitati de învatare formala si nonformala Internetul este resursa si în acelasi timp un exceptional suport în activitatile de predare si învatare, pentru ca are o mare capacitate de a oferi oricarui elev sau profesor, din orice institutie scolara, o serie de beneficii: • acces la informatii din toate domeniile de cunoastere si activitate; posibilitati de documentare, de obtinere de informatii specifice si actuale; • exersarea capacitatilor de regasire, selectie, procesare si prelucrare a informatiei; • multiplicare a ocaziilor de manifestare a imaginatiei, a creativitatii, a anticiparii rezolutive; • mediu de comunicare (sincron si asincron) chiar si în afara programului scolar; • ocazii de exersare a competentelor comunicative în scris; exersarea unor modalitati alternative de expresie culturala, artistica, stiintifica, prin includerea de imagini, iconuri, filme, sunet; • spatiu pentru activitati de învatare în cooperare si de creare colaborativa a unor produse inovative; • acces la forme de instruire la distanta de tip formal si nonformal: platforme de elearning, medii virtuale de instruire, aplicatii educationale online, campusuri virtuale, cursuri online în format text sau video, tutoriale etc ; • mediu de contact cu lumea reala – colegi, prieteni, comunitate (stiintifica, culturala, sociala, politica) VIII 2 1 Platforme educationale online Exista numeroase platforme educationale online În continuare, vor fi prezentate câteva, pentru familiarizarea cu diversitatea de aplicatii online adresate atât specialistilor în educatie, cât si novicilor Platforma iTeach http://www iteach ro/ Spatiu virtual dedicat în special practicienilor din sistemul de învatamânt, iTeach reliefeaza doua directii actuale pe baza carora se concepe activitatea de perfectionare În primul rând, se propune ideea ca formarea continua a cadrelor didactice nu se poate rezuma la parcurgerea unor cursuri, ci presupune si schimbul direct de experienta, participarea la proiecte, la activitati de cercetare pedagogica, efortul de valorificare a experientei profesionale proprii prin publicarea de articole/studii/materiale didactice În al doilea rând, se porneste de la premisa ca retelele socio-profesionale online pot fi considerate comunitati de învatare si de transfer de idei, informatii etc Platforma eTwinning http://www etwinning net Printre scopurile actiunii eTwinning se numara: facilitarea comunicarii si a colaborarii între scolile din tarile membre ale Uniunii Europene, prin implicarea cadrelor didactice si a elevilor în activitati comune de învatare; crearea de produse educationale implicând utilizarea noilor tehnologii, prin colaborarea cu echipe din alte tari; dezvoltarea competentelor de utilizare a noilor tehnologii; îmbunatatirea comunicarii în limbi straine; realizarea unui dialog intercultural VIII 2 2 Alte instrumente web pentru educatie Exista aplicatii online create pentru a usura activitatea profesionala în diverse domenii care se pot dovedi utile pentru cadre didactice de diferite specializari atât în activitatea la clasa, cât si în desfasurarea proiectelor educative Pe http://iteach ro, sunt clasificate si prezentate succint câteva dintre cele mai utilizate instrumente web pentru educatie Dintre acestea, merita amintite: • Instrumente pentru cooperare si proiecte educationale colaborative Wikispaces http://www wikispaces com/ Este o aplicatie prin care se poate crea un site web având un continut realizat prin colaborarea utilizatorilor, fiind pastrate versiunile succesive Interfata simpla, forumul, posibilitatea inserarii de fisiere, linkuri, imagini etc reprezinta avantaje ale acestei aplicatii Google Docs http://www google com/google-d-s/hpp/hpp ro ro html Este un instrument on-line pentru crearea de documente, foi de calcul, prezentari,chestionare Toate elementele care pot fi create cu ajutorul acestui instrument pot fi lucrate în colaborare Permite formatarea, încarcarea de imagini, comentarii, tabele, formule Documentele se stocheaza în mediu virtual si pot fi accesate din orice spatiu în care exista posibilitatea conectarii la Internet Modificarile efectuate pot fi pastrate, colaboratorii pot fi invitati prin e-mail Wallwisher http://www wallwisher com/ Este o aplicatie prin care se poate crea un „ avizier” virtual pe care pot fi postate mesaje scurte Acestea pot contine text, imagini si legaturi Se poate folosi pentru brainstorming, pentru postarea de adrese utile sau de cuvinte noi si comentarii pe teme date Wordle http://www wordle net/ Este o aplicatie care transforma un text scurt într-un „nor de cuvinte” Cuvintele folosite frecvent apar mai mari Aspectul „norului” – font, culori etc - poate fi modificat Voki http://www voki com/ Este un serviciu gratuit oferind posibilitatea crearii de avatare personalizate, oferind posibilitatea transformarii textului scris în mesaj vocal Acestea pot fi folosite în diverse situatii si aplicatii (pe blog, profil etc ) • Instrumente pentru prelucrarea imaginilor Slide http://www slide com/ Este un instrument online gratuit pentru crearea si stocarea de slideshow-uri, incluzând efecte, tranzitii si muzica Acestea pot fi utilizate pe blog sau pagina web Picnik http://www picnik com Ofera posibilitatea editarii simple a fotografiilor online Permite efectuarea diferitelor modificari asupra fotografiilor - ajustare, redimensionare, rotire etc Picasa http://picasa google com/ Este o aplicatie gratuita oferita de Google pentru organizarea, stocarea si editarea fotografiilor Are numeroase instrumente de editare Ofera posibilitatea crearii de slideshow-uri, colaje, de publicare de albume pe Internet • Teste, chestionare si instrumente ludice Hot Potatoes http://hotpot uvic ca/ Este un ansamblu de aplicatii gratuite care permite crearea de teste interactive Sunt sase aplicatii - pentru diferite tipuri de teste (raspuns multiplu, raspuns scurt, cuvinte încrucisate, formare de perechi, ordonare si completare de fraze ) ProProfs http://www proprofs com/quiz-school/ Acest instrument gratuit pentru generare de teste online are optiuni pentru siguranta, notare, limitarea timpului de raspuns etc Sunt incluse sase tipuri de teste, chestionare, în care pot fi integrate imagini si/sau videoclipuri Classtools http://classtools net/ Cu aceasta aplicatie, se pot crea diferite jocuri si activitati educationale online, care pot fi integrate în bloguri sau pagini web • Instrumente pentru creare de pagini web si publicare online Google Sites http://www google com/sites/help/intl/en/overview html Acest serviciu gratuit permite crearea de site-uri dupa sabloane Se pot încarca atât fisiere si informatii din alte aplicatii Google (Google Docs, Google Calendar, YouTube and Picasa etc ), cât si continut nou Permite colaborarea mai multor autori Are interfata simpla, iar accesul poate fi controlat Scribd http://www scribd com/ Permite publicarea si stocarea gratuita online de documente în diferite formate ( doc, ppt, pdf, xls etc ) Are optiuni de subscriere, comentare si clasificare • Instrumente pentru prezentari Slideshare http://www slideshare net/ Este un site pentru stocarea si publicarea gratuita de prezentari PowerPoint, Word sau pdf Pentru acestea, se poate face trimitere ca link sau pot fi înglobate în blog sau pagina web • Instrumente pentru (editare) video si animatie Windows Moviemaker http://www microsoft com/windowsxp/downloads/updates/moviemaker2 mspx Este o aplicatie prin care se pot crea si edita instrumente video, inclusa în Microsoft Windows Me, XP si Vista Contine caracteristici de tipul efecte, tranzitii, titluri etc Poate fi folosit si în editarea fisierelor audio Xtranormal http://www xtranormal com/ Faciliteaza crearea simpla de videoclipuri de animatie 3D, în care personajele alese de autor vorbesc si se misca în decorul selectat conform scenariului VIII 3 Introducerea TIC în curriculum O privire de ansamblu asupra procesului instructiv-educativ sustine ideea ca educatia de tip traditional si instruirea asistata de calculator nu se exclud Ambele ofera oportunitati specifice, care se pot completa reciproc În didactica moderna, se vorbeste despre orientarea procesului didactic înspre educat, ceea ce presupune o serie întreaga de factori de urmarit în proiectarea parcursului didactic În ceea ce priveste instruirea asistata de calculator, exista câteva caracteristici care fac posibila orientarea spre educat În acest sens, personalizarea parcursului de formare, prin dispunerea non-lineara a informatiilor care trebuie însusite îi ofera elevului/studentului posibilitatea revenirii asupra unor continuturi; autonomia pe care o are cel caruia i se adreseaza parcursul instructiv exclude necesitatea adaptarii la un anumit ritm, impus de autoritatea profesorului; distribuirea egala a resurselor, accesul facil la aceste resurse reprezinta o alta caracteristica a acestui tip de învatare organizat, înainte de toate, pe principiul flexibilitatii Rolurile intersanjabile ale educatului si educatorului, alternanta studiului individual cu studiul în echipa, posibilitatea regruparii permanente a participantilor la procesul instructiv sunt alte caracteristici derivate din principiul flexibilitatii si al adaptabilitatii Printre dezavantajele acestui tip de instruire, literatura de specialitate enumera dificultatile în crearea unui proces educativ care sa integreze perspectiva socio-culturala, estomparea climatului specific unui grup care relationeaza în mod traditional, timpul uneori îndelungat necesar pentru familiarizarea cu functionarea unui soft educational si cu exigentele pe care le presupune instruirea asistata de calculator (formarea competentelor si abilitatilor specifice), distragerea atentiei educatilor de la parcursul educativ prin explorarea altor surse de informare, inconsecventa educatilor în parcurgerea pasilor, a secventelor proiectate Pentru eliminarea majoritatii dezavantajelor, este utila cunoasterea caracteristicilor unui program de instruire asistata de calculator, enumerate de R C Clark si R Mayer (2003): • include continut relevant pentru obiectivele învatarii; • face apel la diverse metode de instruire, precum exemplificarea si activitatile practice, pentru a sustine învatarea; • utilizeaza elemente multimedia – text, imagini, animatie, fisiere audio, filme – ca suport pentru accesibilizarea continutului si pentru diversificarea metodelor de instruire; • construieste cunoastere si dezvolta competente în relatie directa cu obiectivele individuale ale celui care învata, constituind o solutie pentru parcursuri de învatare personalizate Nu trebuie pierdut din vedere niciun moment faptul ca instruirea asistata de calculator trebuie organizata în conformitate cu normele pedagogice, iar cadrul didactic are un rol esential în desfasurarea în conditii optime a procesului instructiv de acest tip, asa cum se întâmpla si în cazul parcursurilor didactice de tip traditional Softurile educationale suplinesc deficientele pe care le presupune învatarea în sistem traditional În literatura de specialitate sunt prezentate elementele care trebuie luate în calcul pentru proiectarea eficienta a unui proces instructiv care integreaza instruirea asistata de calculator : - obiectivele activitatii de învatare si modalitatile de evaluare trebuie descrise foarte clar si exact; - folosirea unor metode si tehnici speciale, pentru sustinerea motivatiei tuturor participantilor la procesul de instruire (trebuie luata în calcul, înca din faza de proiectare, diferenta de ritm în care educatii achizitioneaza cunostinte); - pastrarea unui ritm constant de lucru; - caracterul interactiv al sesiunilor de lucru, implicarea emotionala a participantilor; - crearea unui suport de învatare si a unei modalitati de obtinere a feedbackului cu raspuns prompt; - încurajarea cooperarii; - introducerea treptata a informatiilor noi, prin corelare cu informatii cunoscute, familiare; În cazul procesului instructiv care integreaza situatii de învatare asistate de noile tehnologii se respecta principiile generale de proiectare: urmarirea formarii capacitatilor si a transmiterii de cunostinte; facilitarea actiunilor de structurare independenta a continuturilor, prin integrarea învatarii dirijate si nedirijate; alegerea unor forme adecvate de creare a problemelor în raport cu obiectivele prioritare, care sa faciliteze manifestarea gândirii critice, creative, independente; anticiparea si organizarea formarii de strategii eficiente de rezolvare a problemelor ridicate; organizarea structurilor de continut astfel încât sa fie variate nivelurile de activitate mentala; crearea de conditii si elemente pentru o orientare eficienta a instruirii si învatarii; crearea de situatii didactice care sa permita autocontrolul Ca si în cazul procesului educativ traditional, elaborarea unui scenariu didactic cuprinzând componenta TIC se iau în considerare, ca secvente sau etape: stabilirea obiectivelor de referinta/a competentelor din programa scolara care vor fi urmarite, stabilirea obiectivelor procesului instructiv, elaborarea instrumentelor de analiza/de masurare a realizarii obiectivelor; analiza caracteristicilor grupului-tinta caruia i se adreseaza scenariul didactic, determinarea continutului de parcurs (tema, subteme etc ) si a nivelului la care acesta va fi aprofundat, selectarea strategiilor didactice, a metodelor de lucru, alegerea/elaborarea materialelor suport, identificarea impactului asupra participantilor secventei de instruire concepute, proiectarea masurilor de ameliorare a rezultatelor obtinute, pe baza datelor analizate Se poate remarca, în primul rând, capacitatea de adaptare foarte mare la nevoile educatului a acestei forme de organizare a procesului instructiv-educativ În al doilea rând, se impune observatia ca aceasta forma de instruire se afla într-o permanenta relatie cu evolutia stiintei si tehnicii, ceea ce îi asigura actualizarea permanenta Folosirea noilor tehnologii permite apropierea universului instructiv de universul cotidian al educatilor, aflat în strânsa legatura cu mediile digitale În acest context, procesul educativ trebuie sa se sincronizeze cu noile realitati, astfel încât sa-i ofere educatului posibilitatea de adaptare la noile cerinte de pe piata muncii si sa-i creeze disponibilitatea înspre flexibilizarea atitudinii cu care se raporteaza la valorile unei societati în continua schimbare Activitati practic-aplicative Obiectivele activitatilor practic-educative: • elaborarea de proiecte didactice prin integrarea de materiale suport în format digital si instrumente TIC; • integrarea softurilor educationale relevante pentru obiectivele operationale, adecvate strategiei didactice alese, respectându-se continutul predarii; • proiectarea de instrumente de evaluare în format electronic; • identificarea avantajelor TIC pentru instruire; • utilizarea de softuri educationale în cadrul situatiilor educative • evaluarea oportunitatii utilizarii aplicatiilor si softurilor educationale în secvente didactice de instruire si de evaluare A 1 Se va organiza o sesiune de brainstorming pe tema identificarii a doua instrumente TIC pentru disciplina de specialitate si circumscrierea semnificatiei lor, utilizând cautari pe Internet Se va raspunde, pe grupe, la întrebarea: Cum v-ar putea sustine activitatea de predare – învatare - evaluare la o anumita unitate de învatare, la alegere, instrumentele TIC identificate? Activitatea se desfasoara pe o perioada determinata si se încheie prin discutii pe marginea utilitatii instrumentelor TIC la disciplina de specialitate A 2 Se va realiza o activitate pe grupe, pentru a se identifica si a se analiza, prin prisma nivelului cognitiv (al rezultatului asteptat al instruirii pe care îl pot viza acestea), doua exemple de soft educational Activitatea se desfasoara pe o perioada determinata si se încheie prin discutii pe marginea temei: În ce masura softurile educationale de care dispune profesorul de româna (ex : AEL) servesc scopurilor de dezvoltare a capacitatilor de gândire de ordin superior –analiza, sinteza, evaluare, creare? A 3 Se va realiza o dezbatere pe tema: Ce tipuri de softuri educationale sunt mai potrivite pentru limba româna? A 4 Se va organiza o activitate pe grupe pentru cautarea, selectarea si descarcarea a 2-3 softuri educationale disponibile pe Internet (Sugestie: Se pot utiliza softuri educationale disponibile gratuit pe Internet sau lectiile electronice AEL elaborate prin programul SEI si puse la dispozitia cadrelor didactice – existente în scoala sau descarcate de pe edu ro: http://portal edu ro/index php/base/materiale/) Se vor organiza discutii pe marginea posibilitatilor de integrare în cadrul lectiilor de limba româna A 5 Se va organiza o dezbatere pe tema posibilitatilor de a se proiecta o secventa de evaluare formativa de tip interactiv, prin utilizarea noilor tehnologii Se vor preciza instrumentele care ar putea fi create (în prealabil) pentru sustinerea de discutii cu elevii în care ei sa poata sa demonstreze achizitiile învatarii din cadrul unitati de învatare pe care o studiaza A 6 Se va lucra individual, pentru adaptarea unui plan de lectie la limba româna prin includerea unor momente de lectie în care elevii sa faca apel la instrumente digitale (Se poate face apel la un soft educational din AEL creat pentru limba româna sau la o aplicatie online) IX Valorificarea oportunitatilor de dezvoltare profesionala în societatea bazata pe cunoastere Obiectivele temei urmaresc: • utilizarea adecvata a conceptelor cheie din domeniul dezvoltarii profesionale; • definirea gândirii critice; • selectarea metodelor optime în vederea formarii gândirii critice si deprinderilor practice; • identificarea componentelor interne ale personalitatii cadrului didactic; • analiza rolurilor profesorului de limba si literatura româna; • analiza aspectelor specifice deschiderii fata de tendintele novatoare necesare dezvoltarii profesionale IX 1 Viziune si concepte de baza În România, trecerea de la o viata profesionala, respectiv de la o piata a fortei de munca statice, controlate si controlabile de interese economice unice, la o viata profesionala si o piata a resurselor umane dinamice prin excelenta si antrenate de interese si motivatii multiple - economice, sociale, personale – face din consilierea de cariera o exigenta naturala si necesara Daca principala caracteristica a pietei este dinamica acesteia, principalul scop al consilierii de cariera devine pregatirea individului pentru a face fata schimbarilor (personale,profesionale, economice etc ) prin autonomizare, abilitati de luare a deciziilor si capacitati de asumarea a riscurilor Problematica serviciilor de consiliere a carierei se nuanteaza pe fondul particularitatilor specifice fiecarei zone de dezvoltare socio-economica În sistemul educational, asigurarea dinamicii profesionale se realizeaza prin utilizarea sistemului creditelor profesionale transferabile si prin dezvoltarea unei piete educationale a programelor de formare continua Conform Metodologiei privind sistemul de acumulare, recunoastere si echivalare a creditelor profesionale transferabile, aprobata prin OMECTS nr 5562/07 10 2011, evaluarea si validarea achizitiilor dobândite de personalul didactic, de conducere, de îndrumare si de control prin diferite programe si forme de organizare a formarii continue se realizeaza pe baza Sistemului de acumulare, recunoastere si echivalare a creditelor profesionale transferabile Acest sistem permite flexibilizarea si transparenta rutelor de formare în contexte variate: formale, nonformale si informale si reglementeaza cadrul general, institutional, conceptual si procedural prin care se realizeaza acumularea, recunoasterea si echivalarea creditelor profesionale transferabile Sistemul de acumulare, recunoastere si echivalare a creditelor profesionale transferabile opereaza cu urmatoarele concepte de baza: a) învatarea pe tot parcursul vietii; b) învatarea în contexte formale; c) învatarea în contexte nonformale; d) învatarea în contexte informale; e) institutiile sau organizatiile în care se realizeaza învatarea în contexte formale; f) institutiile sau organizatiile în care se realizeaza învatarea în contexte nonformale; g) institutiile sau organizatiile în care se realizeaza învatarea în contexte informale; h) rezultatele învatarii; i) identificarea rezultatelor învatarii; j) evaluarea rezultatelor învatarii; k) validarea rezultatelor învatarii; l) transferul rezultatelor învatarii si al creditelor asociate; m) certificarea rezultatelor învatarii; n) recunoasterea rezultatelor învatarii; o) educatia si formarea profesionala; p) creditele pentru formare profesionala; q) creditul profesional transferabil Aplicarea principiului învatarii pe tot parcursul vietii presupune recunoasterea si validarea, prin Sistemul de acumulare, recunoastere si echivalare a creditelor profesionale transferabile, a achizitiilor dobândite de personalul didactic, de conducere, de îndrumare si de control în contexte formale, nonformale si informale Cadrul conceptual privind descrierea contextelor formale de învatare este reglementat prin Metodologia de acreditare si evaluare periodica a furnizorilor de programe si a programelor oferite de acestia, aprobata prin ordin al ministrului educatiei, cercetarii, tineretului si sportului În acest caz, evaluarea si validarea rezultatelor învatarii sunt asigurate prin parcurgerea si promovarea programelor de formare continua respective Personalul didactic, precum si personalul de conducere, de îndrumare si de control din învatamântul preuniversitar este obligat sa participe periodic la programe de formare continua, astfel încât sa acumuleze, la fiecare interval consecutiv de 5 ani, considerat de la data promovarii examenului de definitivare în învatamânt, minimum 90 de credite profesionale transferabile Acumularea de credite profesionale transferabile se realizeaza prin recunoasterea rezultatelor învatarii în contexte formale, nonformale si informale Descrierea competentelor profesionale si a modalitatilor de evaluare si certificare a acestora în cadrul sistemului de credite profesionale transferabile se realizeaza prin Metodologia formarii continue a personalului didactic, de conducere, de îndrumare si de control, aprobata prin ordin al ministrului educatiei, cercetarii, tineretului si sportului Se echivaleaza cu 90 de credite profesionale transferabile urmatoarele forme de organizare a formarii continue: a) obtinerea, în intervalul respectiv, a gradului didactic II sau a gradului didactic I; b) absolvirea de catre personalul didactic din educatia anteprescolara, învatamântul prescolar si din învatamântul general obligatoriu, în intervalul respectiv, a studiilor universitare de master, în domeniul de specialitate sau în domeniul Stiintele educatiei; c) absolvirea, în intervalul respectiv, a studiilor universitare de doctorat în domeniul de specialitate sau în domeniul Stiintele educatiei; d) absolvirea, în intervalul respectiv, a unui program de conversie profesionala în învatamânt prin studii postuniversitare; e) obtinerea, în intervalul respectiv, a unei alte specializari, care atesta obtinerea de competente de predare a unei alte discipline din domeniul fundamental aferent domeniului de specializare înscris pe diploma de licenta Se echivaleaza cu 60 de credite profesionale transferabile absolvirea în intervalul respectiv a unui curs postuniversitar didactic (2) Se pot obtine pana la 15 credite profesionale transferabile prin recunoasterea rezultatelor învatarii în contexte nonformale si informale, conform Metodologiei de recunoastere a rezultatelor învatarii în contexte nonformale si informale a cadrelor didactice si de echivalare a acestora în credite pentru educatie si formare profesionala (3) Diferenta pana la cele minimum 90 de credite profesionale transferabile se obtine prin participarea la programe de formare continua acreditate, dupa formula: cel putin 50% credite profesionale transferabile din programe de categoriile 1 si 2 si cel mult 50% credite profesionale transferabile din programe de categoriile 3 si 4, conform Metodologiei de acreditare si evaluare periodica a furnizorilor de programe si a programelor oferite de acestia Se pot acumula minimum 90 de credite profesionale transferabile din programe de formare continua acreditate de Ministerul Educatiei, Cercetarii, Tineretului si Sportului, dupa formula: cel putin 50% credite profesionale transferabile din programe de categoriile 1 si 2 si cel mult 50% credite profesionale transferabile din programe de categoriile 3 si 4, conform Metodologiei de acreditare si evaluare periodica a furnizorilor de programe si a programelor oferite de acestia Numar de cuvinte identice : 7 http://www ccd-timis ro/metodologii/ProcedEchivalare doc IX 2 Managementul carierei IX 2 1 Definitia carierei Cariera reprezinta o succesiune de activitati si pozitii profesionale pe care o persoana le http://ebooks unibuc ro/StiinteADM/marinescu/7 htm realizeaza, ca si cunostintele, atitudinile si competentele asociate, ce se dezvolta în timp Exista trei elemente importante pentru http://ebooks unibuc ro/StiinteADM/marinescu/7 htm întelegerea a ceea ce reprezinta cariera: - cariera e un proces dinamic în timp, http://ebooks unibuc ro/StiinteADM/marinescu/7 htm însemnând o transformare continua; - cariera implica interactiunea dintre factorii individuali si cei organizational; Numar de cuvinte identice : 9 http://ebooks unibuc ro/StiinteADM/marinescu/7 htm - cariera aduce cu sine o identitate ocupationala Numar de cuvinte identice : 8 http://ebooks unibuc ro/StiinteADM/marinescu/7 htm Orientarea carierei unei persoane este importanta atunci când Numar de cuvinte identice : 6este raportata la profesia detinuta Important este ca orice individ sa îsi aleaga atent profesia; trebuie sa Numar de cuvinte identice : 12aiba în vedere pe termen lung care este specificul activitatilor, tipurile de organizatii, http://ebooks unibuc ro/StiinteADM/marinescu/7 htm oportunitatile, posibilitatile de valorificare a propriului potential http://ebooks unibuc ro/StiinteADM/marinescu/7 htm înnascut Carierele, ca si oamenii se afla în permanenta schimbare Numar de cuvinte identice : 10 http://ebooks unibuc ro/StiinteADM/marinescu/7 htm De-a lungul timpului, individul trece parcurge o succesiune de stadii ale dezvoltarii http://ebooks unibuc ro/StiinteADM/marinescu/7 htm biopshihosociale IX 2 2 Stadiile carierei Stadiile carierei pot fi definite ca fiind tipare cu caracter general ale obligatiilor si schimbarilor în exercitarea rolurilor profesionale precum si ale progreselor realizate în cariera Aceste stadii sunt : - explorare; - stabilizare; - avansare; - mentinere; - finalul carierei Explorarea - confruntari între reprezentari nerealiste, constituite în adolescenta, si realitate Acum se pot descoperi abilitatile si valorile, interesele necesare pentru constituirea identitatii profesionale Stabilizarea presupune dobândirea unui grad de cunostinte, de expertiza pe un domeniu Acesteia îi urmeaza avansarea si apoi mentinerea în conformitate cu anumite obiective realiste legate de cariera Finalul carierei duce la cresterea influentei în organizatie sau o perioada petrecuta în cel mai ridicat nivel de statut si responsabilitate profesionala IX 2 3 Procesul decizional Chiar daca solutia gasita pare a fi cea ideala, chiar daca dorinta de a atinge obiectivul este foarte mare, de multe ori, consecintele luarii unei decizii ne pot împiedica sa ne atingem scopurile În acest moment intervine dilema: Risc sau stau în banca mea? Raspunsul depinde de cele mai multe ori de motivatia noastra, dar si de modelul fiecaruia de a lua decizii (stilul decizional) Indiferent de specialitatea pe care o are, este important ca formabilului sa i se ofere suport pentru identificarea stilului decizional si sa fie încurajat sa compenseze aspectele negative ale acestuia Punerea în aplicare a deciziei luate Aceasta etapa a rezolvarii problemelor presupune elaborarea unui plan de actiune (scris sau mintal) Un exemplu de plan de actiune ar putea contine urmatorii pasi: 1 Voi parcurge urmatorii pasi, în ordinea în care îi scriu: Ex : Îmi aleg un loc în care sa lucrez, îmi aleg ziua si ora la care nu voi fi deranjat, selectez materiale auxiliare în fiecare saptamâna etc 2 Voi apela la urmatoarele modalitati: Ex: folosesc culegeri, Internet, îmi lipesc bilete de diverse culori în locuri vizibile etc 3 Îmi planific resursele de timp si cele materiale: Ex: fise, mape, 6 ore pe saptamâna etc 4 Gasesc persoanele care sunt dispuse sa ma ajute: Ex Prieten, coleg etc 5 As putea sa întâmpin urmatoarele rezistente pe care as putea sa le depasesc astfel: Ex: sa uit - voi vedea biletele colorate; sa nu am timp - recuperez în alta zi; sa nu am chef - îmi rog colegul sa îmi evalueze progresul în fiecare saptamâna etc Revizuire si control Daca planul nu poate fi pus în aplicare din diverse motive, se poate reface chiar cu stabilirea unor noi obiective adecvate noului context Întâlnim posibile rezistente în desfasurarea unei astfel de activitati, în timpul activitatii de formare putând aparea reactii de tipul: • Îmi este greu sa vorbesc deschis despre neajunsurile mele • Nu îi cunosc pe ceilalti din sala de curs si îmi este jena sa recunosc ca nu stiu cum sa iau decizii • Stiu ca acestea sunt minusurile mele, dar nu cred ca formatorul ma poate ajuta Doar nu e psiholog! • Eu sunt în regula De ce sa mai fac aceasta activitate care e pentru altii Atelierele de lucru propuse, în care fiecare membru al grupului de formabili este solicitat si încurajat sa se implice, au rolul de a voala micile desconsiderari pe care cu totii le facem fara sa ne dam seama, astfel încât, odata cunoscute, sa poata fi reduse, în scopul eficientizarii demersului pe care îl facem în rezolvarea de probleme, mai ales privind cariera IX 2 4 Sistemul de management si de asigurare a calitatii http://colegiulcartianu ro/fisiere/documente/RAPORT CTGC final 2010-2011 sem I pdf în educatie Calitatea, echitatea si eficienta sunt cele trei principii care stau la baza reformelor din domeniul educatiei în ultimele decenii, în Europa si în lume, principii care http://colegiulcartianu ro/fisiere/documente/RAPORT CTGC final 2010-2011 sem I pdf trebuie avute în vedere pentru construirea sistemelor nationale de management si de asigurare a calitatii Aceste tendinte sunt sustinute de evolutiile de la nivel european si mondial Tratatul Uniunii Europene prevede în articolul 149 ca Uniunea Europeana trebuie sa participe la dezvoltarea calitatii educatiei cu conditia respectarii diversitatii lingvistice si culturale Obiectivele sistemelor educationale si de formare: O1 - Cresterea calitatii si eficientei sistemelor educationale si de formare profesionala în Uniunea Europeana: a) îmbunatatirea educatiei si formarii cadrelor didactice si formatorilor, cu elementele cheie urmatoare: - sprijinirea corespunzatoare a cadrelor didactice si formatorilor astfel încât ei sa raspunda provocarilor unei societati bazate pe cunoastere; - definirea competentelor, inclusiv minime competente TIC, calificarea corespunzatoare a începatorilor în profesie; - cresterea gradului de atractivitate a profesiei b) dezvoltarea de competente pentru societatea cunoasterii, cu elementele cheie urmatoare: - identificarea pachetului de competente de baza, a modalitatilor prin care pot fi mentinute - asigurarea competentelor minimale pentru toti, pentru cei mai putin avantajati în scoli c) asigurarea accesului la TIC pentru toti: - cresterea numarului de echipamente si software educationale; - modernizarea metodelor de predare si reconsiderarea rolului cadrelor didactice si formatorilor pentru utilizarea maximala a tehnicilor de predare si învatare “virtuale” si reale” d) cresterea gradului de recrutare pentru studiile stiintifice si tehnice: - cresterea numarului de tineri care aleg sa studieze si sa urmeze cariere în domeniul tehnologiei si stiintelor; - asigurarea echilibrului dintre numarul de femei si barbati care studiaza în domeniul tehnologiilor, matematicii, stiintelor; - cresterea procentului cadrelor didactice calificate si competente în utilizarea de strategii atractive, si de tip e-learning, pentru predare-învatare e) utilizarea mai buna a resurselor: - asigurarea unei echitabile si efective distribuiri si utilizari a resurselor financiare; - asigurarea evaluarii si a cresterii calitative a sistemelor educationale prin utilizarea de indicatori si benchmarking; - exploatarea potentialului parteneriat public-privat; - realizarea de analize tip cost-beneficiu privind investitiile în formare si educatie O2 - Facilitarea accesului tuturor la sistemele de educatie si formare: a) un mediu deschis învatarii: - furnizarea educatiei si formarii astfel încât adultii sa poata participa concret, sa combine implicarea lor în procesul educational cu alte activitati familiale si profesionale; - asigurarea accesului http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html la învatare pentru populatia vârstnica; - asigurarea unei mobilitati mai facile a studentilor între diferitele componente, niveluri ale sistemelor educationale si de formare Numar de cuvinte identice : 6 http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html b) realizarea unui proces al învatarii mai atractiv: Numar de cuvinte identice : 7 http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html - încurajarea tinerilor de a ramâne în sistemul educational si de formare http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html cât mai mult timp; - motivarea adultilor pentru învatare pe tot parcursul vietii; - înlaturarea barierelor dintre învatarea formala si cea non- formala c) sprijinirea unei cetatenii active, oportunitati egale si coeziune sociala: Numar de cuvinte identice : 9 http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html - implicarea institutiilor educationale si de formare în promovarea tolerantei, solidaritatii, interculturalitatii, atitudinilor si comportamentelor prosociale; - cresterea gradului de acces al tuturor actorilor din sistemul educational si de formare persoanele cu handicap, populatia vârstnica, imigrantii sau persoane cu dificultati de învatare O3 - Deschiderea sistemelor http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html de educatie si de formare catre lume: Numar de cuvinte identice : 5 http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html a) întarirea legaturilor cu viata economica, cercetare si societate; Numar de cuvinte identice : 8 http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html b) dezvoltarea spiritului antreprenorial; c) îmbunatatirea învatarii limbilor straine: - încurajarea fiecarei persoane sa învete cel putin doua limbi ale Uniunii Europene, pe lânga limba materna; - îmbunatatirea http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html modalitatilor de predare a limbilor straine în scoli Numar de cuvinte identice : 6 http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html d) cresterea mobilitatii si schimburilor: - participarea institutiilor educationale mai putin privilegiate la http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html programe de mobilitati; - masurarea si certificarea competentelor http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html dezvoltate sau dobândite prin mobilitate e) întarirea cooperarii europene: - asigurarea compatibilitatii sistemelor de acreditare si control al calitatii, http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html în asa fel încât calificarile obtinute sa fie egal http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html recunoscute în Europa; - cresterea flexibilitatii sistemelor de învatare prin promovarea transparentei, http://pshihopedagogie blogspot com/2008/07/tema-1 html a recunoasterii calificarilor România se afla printre primele state care au ratificat Conventia de la Lisabona si care au aderat la procesul de la Bologna, în cadrul caruia Comunicatul ministrilor educatiei din Europa semnat la Praga în anul 2001 Numar de cuvinte identice : 32http://www gov ro/comunicat-de-presa l1a9399 html reafirma rolul si responsabilitatea guvernelor în sustinerea educatiei, privita ca bun public Numar de cuvinte identice : 11 http://www gov ro/comunicat-de-presa l1a9399 html Evolutiile înregistrate în Europa si în lume au, deci, consecinte si în învatamântul românesc; pâna la aprobarea OUG 75/2005 (Ordonanta de urgenta nr 75 din 12 iulie 2005), nu a existat nici un sistem explicit, comprehensiv si unitar la nivel national, pentru asigurarea calitatii educatiei Conform Ordonantei de urgenta nr 75 din 12 iulie 2005, calitatea educatiei reprezinta „un ansamblu de caracteristici, atât ale unui program de studiu cât si ale furnizorului acestui program, prin care sunt realizate asteptarile beneficiarilor, dar si standardele de calitate” Asigurarea calitatii http://pshihopedagogie blogspot com/2008/08/tema-2 html educatiei se realizeaza printr-un ansamblu de actiuni ce implica dezvoltarea capacitatii institutionale de a elabora, planifica si implementa programe de studiu prin care se construieste încrederea beneficiarilor ca organizatia furnizoare de educatie http://pshihopedagogie blogspot com/2008/08/tema-2 html îndeplineste standardele de calitate Calitatea educatiei reprezinta „o prioritate permanenta pentru orice organizatie furnizoare de educatie Strategia ARACIP se bazeaza, prin urmare, pe cele mai recente evolutii în teoria si practica managementului calitatii si pe documentele programatice europene în domeniu Se pune accent pe dezvoltarea individuala concordanta cu cerintele unei societati bazata pe cunoastere si pe respectul pentru om IX 3 Formarea continua a cadrelor didactice Numar de cuvinte identice : 5 http://www didactic ro/materiale/descarcare/115579 http://www didactic ro/materiale/descarcare/115579 3 În acceptiunea sa postmoderna, formarea continua „începe sa fie conceputa ca un proces de lunga durata si de învatare permanenta”, fiind definita ca „un ansamblu de activitati si de practici care cer implicarea educatorilor pentru amplificarea cunostintelor proprii, perfectionarea deprinderilor, analiza si dezvoltarea atitudinilor profesionale”( EURYDICE Reteaua de Informare despre educatie în Comunitatea Europeana, 1997, pag 8-9) Formarea continua a personalului didactic reprezinta o activitate http://www didactic ro/materiale/descarcare/115579 realizata si dezvoltata în sistemul de învatamânt,având functie manageriala de reglare-autoreglare http://www didactic ro/materiale/descarcare/115579 ca procesului de învatamânt, la toate nivelurile sale (functional – structural - operational) Perfectionarea personalului didactic vizeaza dezvoltarea capacitatilor http://www didactic ro/materiale/descarcare/115579 psihopedagogice si psihosociale de convertire practica a finalitatilor http://www didactic ro/materiale/descarcare/115579 sistemului (ideal, scopuri ale educatiei) în obiective Numar de cuvinte identice : 6asumate în cadrul procesului de învatamânt La nivel structural, prin perfectionare se stimuleaza capacitatile psihopedagogice si psihosociale de valorificare a tuturor resurselor pedagogice existente La nivel operational, perfectionarea personalului didactic presupune dezvoltarea capacitatilor psihopedagogice si psihosociale privind proiectarea, realizarea, dezvoltarea si finalizarea activitatilor procesului de învatamânt în conditii optime IX 3 1 Cunoasterea de sine si autoevaluarea– baza a formarii continue Eficienta multor activitati depinde de masura în care ne cunoastem sau nu, ne cunoastem nevoile, trasaturile pozitive si negative precum si de modul de raportare la acestea Autoevaluarea este una dintre capacitatile autoreflexive, activata de motivatii specifice, cum încrederea în sine si ar fi stima de sine, ambitia Autoevaluarea este întotdeauna, într-o mai mare sau mai mica masura subiectiva, în sensul supraaprecierii sau subaprecierii De ce sunt necesare activitatile de grup în dezvoltarea cunoasterii de sine? Modelul JOHARI (elaborat de psihologii Joseph Luft si Harrington Ihgham) pune în evidenta contributia activitatilor de grup, a grupului în general, la dezvoltarea cunoasterii de sine, acest lucru fiind posibil datorita faptului ca grupul a constituit dintotdeauna un jalon de neînlocuit în autocunoastere Luând în considerare cele doua dimensiuni, conform ferestrei JOHARI - personalitatea, comportamentele pot fi împartite în patru spatii: a spatiul deschis, ce contine trasaturile, comportamentele noastre perceptibile, cunoscute si de ceilalti; b spatiul ascuns, care contine emotiile, ideile, comportamentele, faptele pe care le ascundem http://www didactic ro/materiale-didactice/descarcare/38471 în mod voit de ceilalti; c spatiul orb, care contine modalitatile proprii de comportare, faptele noastre de care noi nu suntem http://www didactic ro/materiale-didactice/descarcare/38471 constienti, dar altii le pot observa; d spatiul necunoscut, de care nu suntem nici noi http://www didactic ro/materiale-didactice/descarcare/38471 constienti, nici altii si care poate fi identificat cu http://www didactic ro/materiale-didactice/descarcare/38471 inconstientul Limitele/granitele dintre cele patru spatii nu sunt fixe, în cadrul activitatilor de grup, grupul oferind o imagine în oglinda a individului,iar prin constientizarea limitelor si prin primirea de feedbackuri creste spatiul deschis si se dezvolta cunoasterea de sine a persoanei Activitatile de grup reprezinta o predominanta în maniera de organizare a activitatilor de formare continua a adultilor astfel încât atât coordonatorul de grup cât si membrii grupului îsi ofera sprijin reciproc Pentru reusita acestor activitati este nevoie de împlinirea anumitor http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 conditii: • Sala de curs în care desfasuram activitatea trebuie sa aiba mobilier http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 modular, pentru organizarea spatiului în functie de necesitati (cerc, grup de lucru etc ) • Numarul optim de persoane în grupurile de lucru este de 12-16 persoane Este Numar de cuvinte identice : 6http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 greu de realizat activitati de acest gen în grupuri mai numeroase de 24 – în aceste cazuri http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 fiind necesara o planificare riguroasa • La prima http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 întâlnire se formuleaza (3-5) reguli de grup, care vor fi reamintite/afisate mereu (ex punctualitatea, discutarea problemelor si nu a persoanelor http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 evitarea criticii etc ) • Fiecare activitate debuteaza cu un exercitiu de tip „intercunoastere si relaxare” care au rolul de a „sparge gheata”, de a crea atmosfera optima derularii activitatii • Activitate de grup (de 50 de minute) are în centru exercitiul ales de coordonator Exercitiul ofera o baza pentru discutiile ulterioare, o experienta recenta, comuna care introduce tema centrala a activitatii • Exercitiile propuse sunt urmate de o discutie finala/prelucrare verbala în mod obligatoriu - acestea sunt momentele valoroase ale http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 dezvoltarii cunoasterii de sine Daca timpul nu ne permite sa ascultam http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 pe toti membrii grupului discutia se realizeaza în grupuri mici sau perechi, dar nu se http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393 renunta la ea Unele exercitii nu pot fi realizate în grup mare datorita specificuluihttp://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 sau, dar si acestea e posibil a fi discutate înNumar de cuvinte identice : 7http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 grup mic sau în perechi • Discutia finala are trei etape: expunerea primelor impresii, http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 povestirea, concluzii • Coordonatorul are rolul principal în asigurarea succesului Numar de cuvinte identice : 7http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 activitatii de grup El asigura cadrul optim care sa ofere participantilor posibilitatea de a-si descoperi adevaratele Numar de cuvinte identice : 6capacitati, sentimente si de a le exprima liber Propune temele si focalizeaza discutia, iar în final formuleaza unele concluzii Pentru asta asculta activ, reformuleaza, http://www integratio ro/integratio file php?sf=11F0FP1324391393F1 clarifica, modereaza, antreneaza cursantii în discutie, stimuleaza, sugereaza, uneori ofera explicatii, informatii Daca e cazul rezolva situatiile conflictuale, mediaza, impune respectarea regulilor grupului • În timpul discutiei finale, de obicei, membrii grupului primesc pe rând dreptul de a vorbi Daca formabilul nu doreste sa spuna nimic, nu este constrâns • La finalul activitatilor se propune un exercitiu de încheiere si se anunta data si tema urmatoarei activitati • Dupa încheierea unor secvente se propune notarea unor concluzii de ex : Ce am aflat despre mine si formularea în scris a unor obiective concrete pentru perioada imediat urmatoare (1-2 saptamâni) IX 3 2 Formarea continua a cadrelor didactice din învatamântul preuniversitar în România Pentru a avea acces la profesia de cadru didactic, tinerii trebuie sa urmeze studii universitare într-o specialitate si un pachet de discipline pedagogice Disciplinele din cadrul Departamentului de Formare a Cadrelor didactice sunt: Psihologie scolara, Introducere în pedagogie Teoria si metodologia curriculum-ului, Teoria si metodologia instruirii, Didactica specialitatii, Formarea practica în stagiu pedagogic, Instruire asistata pe calculator, Sustinere psihopedagogica/Teoria evaluarii/Educatia copiilor cu nevoi speciale (optional) Evolutia cadrelor didactice în cariera didactica se prezinta astfel: cadru didactic debutant, cadru didactic definitiv, cadru didactic – grad didactic II, cadru didactic – grad didactic I Participarea cadrelor didactice la activitatea de formare este un drept si o obligatie, indiferent de vechimea în învatamânt, de studii, si de rezultatele obtinute Formarea continua face posibila actualizarea si dezvoltarea competentelor personalului didactic precum http://www isjcj ro/htm/2011/Sept11/Inscriere grade/OM%205720-ref %20perfectionare doc si dobândirea de competente noi, în http://www isjcj ro/htm/2011/Sept11/Inscriere grade/OM%205720-ref %20perfectionare doc conformitate cu evolutiile din planul politicilor educationale si al curriculumului educational Conform Metodologiei privind formarea continua a personalului din învatamântul preuniversitar, aprobata prin OMECTS nr 5561/07 10 2011, principalele forme de organizare a formarii continue/perfectionarii personalului didactic din învatamântul preuniversitar sunt: a) activitatile metodico-stiintifice si psihopedagogice, realizate la nivelul unitatii de învatamânt sau pe grupe de unitati, respectiv comisii metodice, catedre si cercuri pedagogice; b) sesiunile metodico-stiintifice de comunicari, simpozioane si schimburi de experienta pe probleme de specialitate si psihopedagogice; c) stagiile periodice de informare stiintifica de specialitate si în domeniul stiintelor educatiei; d) cursurile organizate de societati stiintifice si alte organizatii profesionale ale personalului didactic; e) cursurile de perfectionare a pregatirii de specialitate, metodice si psihopedagogice; f) stagii/programe realizate prin activitati de mentorat pentru dezvoltarea profesionala; g) cursurile de pregatire si examenele pentru obtinerea definitivarii în învatamânt sau a gradelor didactice; h) cursurile de pregatire si perfectionare pentru personalul de conducere, de îndrumare si de control, potrivit unor programe specifice; i) bursele de perfectionare si stagiile de studiu si documentare, realizate în tara si în strainatate; j) cursurile postuniversitare de specializare; k) studiile universitare de masterat; l) studiile universitare de doctorat Programele de conversie profesionala intra în atributiile institutiilor de învatamânt superior si se desfasoara în baza unor norme metodologice specifice Evaluarea si validarea achizitiilor dobândite de personalul didactic prin diferite programe si forme de organizare a formarii continue/perfectionarii se efectueaza prin sistemul de recunoastere, echivalare si acumulare a creditelor profesionale transferabile Personalul didactic, precum si personalul de conducere, de îndrumare si control din învatamântul preuniversitar participa, o data la 5 ani, la un program de perfectionare Pentru îndeplinirea acestei conditii personalul didactic din învatamântul preuniversitar trebuie sa acumuleze la intervale de 5 ani un minimum de 90 de credite profesionale transferabile Acestea se pot obtine prin: a) participarea la un program de perfectionare o data la 5 ani, de 30-90 de credite, acreditat de Centrul National de Formare a Personalului din Învatamântul Preuniversitar; b) participarea la alte programe si forme de organizare a perfectionarii/formarii continue a personalului didactic Programele de perfectionare o data la 5 ani asigura dezvoltarea profesionala sistematica a personalului didactic si sunt integrate în sistemul de recunoastere, echivalare si acumulare a creditelor profesionale transferabile Conditia participarii la un program de perfectionare o data la 5 ani se considera integral îndeplinita în urmatoarele situatii: a)) pentru personalul didactic care a obtinut, în intervalul respectiv, definitivarea în învatamânt sau un grad didactic; b) pentru personalul didactic din învatamântul prescolar si din învatamântul general obligatoriu care a absolvit, în intervalul respectiv, studii universitare de masterat, în domeniul de specialitate sau în domeniul Stiintele educatiei, conform Legii 288/2004 privind organizarea studiilor universitare, cu modificarile si completarile ulterioare, cu conditia ca suma creditelor la licenta si masterat sa fie de cel putin 300 de credite; c) pentru personalul didactic care a absolvit, în intervalul respectiv, studii universitare de doctorat în domeniul de specialitate sau în domeniul Stiintele educatiei, conform Legii 288/2004 privind organizarea studiilor universitare, cu modificarile si completarile ulterioare; d) pentru personalul didactic care a absolvit, în intervalul respectiv, un program de conversie profesionala în învatamânt prin studii postuniversitare cu durata de minimum 3 semestre; e) pentru personalul didactic care a absolvit, în intervalul respectiv, un curs postuniversitar didactic cu durata de trei semestre În cazul personalului didactic care nu se afla în nici una dintre situatiile mentionate mai sus este obligatorie obtinerea, în intervalul de 5 ani, a cel putin 30 de credite dintr-un program de formare continua acreditat de Centrul National de Formare a Personalului din Învatamântul Preuniversitar Diferenta pâna la cele 90 de credite poate fi acoperita prin acumularea de credite profesionale pe baza urmatoarelor echivalari: a) se echivaleaza cu 60 de credite absolvirea, în intervalul respectiv, a unui curs postuniversitar didactic cu durata de 2 semestre; b) se echivaleaza cu 45 de credite absolvirea, în intervalul respectiv, a unui curs postuniversitar profesional în specialitate cu durata de 3 semestre; c) se echivaleaza cu 30 de credite absolvirea, în intervalul respectiv, a unui curs postuniversitar profesional în specialitate cu durata de 2 semestre sau a unui curs postuniversitar didactic cu durata de 1 semestru d) se echivaleaza cu 10 de credite absolvirea, în intervalul respectiv, a unui curs postuniversitar profesional în specialitate cu durata de 1 semestru Programele si activitatile de perfectionare pot fi organizate în forme de învatamânt flexibile, adaptate obiectivelor si continuturilor formarii, precum si posibilitatilor si cerintelor participantilor, respectiv: a) prin cursuri cu frecventa, organizate modular, în perioada vacantelor scolare, în zilele nelucratoare sau în zile lucratoare alocate în mod special activitatilor de perfectionare; b) în sistemul învatamântului la distanta, prin utilizarea platformelor E-learning si a suporturilor electronice, combinate cu orientarea si asistarea învatarii prin procedurile de tutoriat; c) prin cursuri fara frecventa organizate de institutii de învatamânt superior, combinate cu consultatii periodice, potrivit optiunilor participantilor; d) prin alte forme de organizare care combina învatarea asistata de formatori prin cursuri, seminarii, laboratoare si activitati practice comune, cu învatarea prin studiul individual si activitatea independenta a participantilor Programele de studii universitare de masterat si doctorat se desfasoara în formele de învatamânt pentru care institutia de învatamânt superior a obtinut acreditarea Pachetul, respectiv numarul de credite profesionale transferabile corespunzator unui anumit tip de program este acelasi, indiferent de forma de învatamânt în care se desfasoara programul respectiv Activitatile metodico-stiintifice si psihopedagogice la nivelul unitatii de învatamânt sunt organizate si realizate prin catedre si comisii metodice În învatamântul secundar, catedrele/comisiile metodice se constituie pe discipline de studiu, pe grupuri de discipline înrudite sau pe arii curriculare O catedra/comisie metodica se constituie, în cadrul aceleiasi unitati de învatamânt, din cel putin patru cadre didactice Atunci când numarul cadrelor didactice din unitatea de învatamânt este mai mic, catedra/comisia metodica se constituie pe grupuri de scoli În învatamântul primar, catedrele/comisiile metodice se constituie pe clase, respectiv ani de studiu, pe grupuri de clase sau pe întregul ciclu de învatamânt O catedra/comisie metodica se constituie, în cadrul aceleiasi unitati de învatamânt, din cel putin patru cadre didactice Atunci când numarul cadrelor didactice din unitatea de învatamânt este mai mic, catedra/comisia metodica se constituie pe grupuri de scoli Activitatile metodico-stiintifice desfasurate în cadrul catedrelor/comisiilor metodice vizeaza obiective si continuturi care au impact nemijlocit asupra procesului de învatamânt desfasurat în scoala si sunt centrate pe principalele demersuri pedagogice, respectiv: analiza, proiectarea, realizarea, evaluarea si ameliorarea/dezvoltarea procesului Principalele demersuri si activitati prin care catedrele/comisiile metodice contribuie la formarea continua/perfectionarea personalului didactic constau în: a) analiza nevoilor de educatie, generale si specifice, comune si speciale si stabilirea prioritatilor pe baza carora se proiecteaza procesul de învatamânt; b) analiza resurselor educationale si formularea modului în care acestea vor fi distribuite si utilizate la nivelul concret al scolii si al claselor de elevi/grupelor de prescolari; c) analiza contextului social si pedagogic specific în care se desfasoara procesul de învatamânt; d) analiza claselor de elevi/grupelor de prescolari sub aspectul rezultatelor anterioare ale învatarii si determinarea conditiilor initiale de la care se porneste în fiecare etapa a procesului de învatamânt, respectiv la început de ciclu, de an scolar, de semestru, la începutul unui capitol nou din programa scolara; e) definirea operationala a obiectivelor educationale sau/si a competentelor vizate prin procesul de învatamânt; f) organizarea, structurarea logica si transpunerea psihopedagogica a continuturilor predarii si învatarii, în functie de particularitatile vârstei psihologice si scolare a elevilor si de particularitatile fiecarei clase de elevi/grupe de prescolari; g) alegerea, analiza si evaluarea strategiilor didactice, a metodelor, tehnicilor si instrumentelor de predare-învatare si aplicarea acestora la particularitatile disciplinelor de învatamânt si ale claselor de elevi/grupelor de prescolari h) alegerea, construirea si validarea metodelor si instrumentelor de evaluare formativa si de evaluare sumativa a elevilor si de evaluare a rezultatelor procesului de învatamânt; i) stabilirea si aplicarea pârghiilor si mijloacelor de autoreglare si ameliorare a procesului de învatamânt în functie de rezultatele evaluarii din fiecare etapa; j) extinderea si aprofundarea cunostintelor de specialitate si psihopedagogice si integrarea acestora în demersuri de investigare, de evaluare si analiza critica a teoriilor, abordarilor, principiilor privind educatia Principalele modalitati de organizare si desfasurare a activitatii catedrelor/comisiilor metodice sunt: a) dezbaterile de grup; b) întocmirea si prezentarea de referate cu continut de specialitate, didactic sau psihopedagogic; c) elaborarea, punerea în practica si valorificarea unor proiecte de cercetare realizate individual sau în echipa; d) recenzii si prezentare de carte; e) sesiuni de comunicari stiintifice; f) schimburi de experienta, asistarea si evaluarea lectiilor; g) activitati practice cu rol demonstrativ sau aplicativ Activitatile de perfectionare sunt incluse în programul de activitate al catedrei/comisiei metodice, întocmit anual si actualizat semestrial În cazul catedrelor/comisiilor metodice constituite pe grupuri de scoli, programul de activitate trebuie sa cuprinda activitati organizate succesiv, în mod echilibrat, în fiecare din unitatile de învatamânt componente Celelalte aspecte privind organizarea, functionarea si conducerea catedrelor/comisiilor metodice sunt reglementate prin Regulamentul de Organizare si Functionarea a Unitatilor de Învatamânt Preuniversitar Activitatile metodico-stiintifice si psihopedagogice la nivel local, zonal sau judetean sunt organizate si realizate prin cercurile pedagogice Acestea reunesc educatoare, învatatori, maistri-instructori, profesori, responsabili ai comisiilor metodice, directori, cadre didactice încadrate în centrele de asistenta psihopedagogica, în casele corpului didactic, în învatamântul special, în palate si cluburi ale copiilor etc dintr-o localitate, dintr-o zona, sau la nivel de judet Un cerc pedagogic se constituie ca structura distincta cu conditia ca numarul membrilor sa nu fie mai mic de 25 si mai mare de 50 de cadre didactice Activitatea cercurilor pedagogice se desfasoara în sesiuni, de doua ori în cursul unui an scolar În functie de numarul cadrelor didactice si de structura retelei scolare, cercurile pedagogice se pot constitui pe cicluri de învatamânt, respectiv prescolar, primar, gimnazial etc , pe tipuri sau profiluri de unitati, respectiv învatamânt special, învatamânt tehnic si profesional, învatamânt de arta si sportiv, cluburi ale elevilor etc , iar în cadrul acestora pe discipline sau grupuri de discipline Cercurile pedagogice sunt foruri de sinteza, de evaluare a rezultatelor procesului de învatamânt si a factorilor care determina eficienta acestuia, de comunicare si valorificare a experientelor didactice si concluziilor cercetarii pedagogice efectuata de cadrele didactice, de evaluare critica si constructiva a metodelor de predare învatare, a continuturilor si modurilor de organizare a procesului educational, de lansare a unor proiecte educationale cu impact la nivel zonal si judetean IX 3 3 Programele educative europene Programul de Învatare pe Tot Parcursul Vietii http://www ccdar ro/revista pdf (2007-2013) Formarea continua a cadrelor didactice http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc din învatamântul preuniversitar se realizeaza si în cadrul Programului de Învatare pe Tot Parcursul Vietii, finantate de Comisia Europeana, prin Agentia Nationala pentru Programe http://www ccdar ro/revista pdf în Domeniul Educatiei si Formarii Profesionale Numar de cuvinte identice : 6 http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc Perioada 2007- 2013 este o http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc noua etapa de alocare bugetara din partea Uniunii Europene Se continua programele Socrates II si Leonardo da Vinci II din perioada anterioara 2000-2006, prin Programul http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc de Învatare pe tot Parcursul Vietii si astfel Comisia Europeana aloca educatiei si formarii http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc profesionale resurse bugetare pâna în 2013 Decizia nr 1720/2006 a Parlamentului European si http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc a Consiliului Uniunii Europene, din 15 noiembrie 2006, stabileste caracteristicile noului program integrat http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc destinat educatiei si formarii în Uniunea http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc Europeana si statueaza obiectivele si structura acestui nou program Numar de cuvinte identice : 6 http://www eurointegraredolj 20fr com/rich text 1 html Prioritatea Programului de învatare pe tot parcursul vietii este aceea de a consolida contributia educatiei si formarii profesionale la realizarea obiectivului de la Lisabona de a transforma economia Uniunii Europene în economia cea mai competitiva http://www siphd ro/doc/simpozion/simpozion 2009 pdf bazata pe cunoastere din lume, care sa fie http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf capabila atât de o crestere economica durabila cât si, în paralel, de o crestere cantitativa si calitativa a numarului de locuri de munca http://www siphd ro/doc/simpozion/simpozion 2009 pdf si de un grad mare de coeziune sociala De aceea, fiecare componenta a programului în parte va acorda prioritate actiunilor îndreptate spre cresterea nivelurilor competentelor Prioritara ramâne si sprijinirea dezvoltarii strategiilor coerente si globale de învatare de-a lungul vietii dar si punerea lor în aplicare, corelata cu promovarea inovatiei si creativitatii Numar de cuvinte identice : 41 http://www siphd ro/doc/simpozion/simpozion 2009 pdf Programul de Învatare pe Tot Parcursul Vietii http://www siphd ro/doc/simpozion/simpozion 2009 pdf este compus din urmatoarele Programe sectoriale: - Programul sectorial Comenius - http://www isjcj ro/htm/sitepr/pr/pdf/Iacob despre LLP pdf adresat nevoilor de predare si învatare http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc atât la nivel prescolar cât si de educatie scolara pâna la sfârsitul ciclului secundar superior, http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc dar si institutiilor, organizatiilor care furnizeaza acest gen de activitate - Actiunea eTwinning – parte a Programului Comenius – faciliteaza parteneriatele scolare europene si ofera profesorilor numeroase oportunitati de dezvoltare profesionala (www etwinning ro, www etwinning net); - Programul sectorial Erasmus - http://www isjcj ro/htm/sitepr/pr/pdf/Iacob despre LLP pdf adresat nevoilor de predare si învatare http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc la nivel formal universitar Se adreseaza, de asemenea, formarii http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc profesionale de nivel tertiar, incluzând studiile doctorale dar si institutii, organizatii care furnizeaza sau faciliteaza acest tip de educatie si formare profesionala Numar de cuvinte identice : 27 http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc - Programul sectorial Leonardo da Vinci - adresat nevoilor de predare si învatare de toate tipurile http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc din educatia si formarea profesionala, alta decât cea universitara, http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc precum si institutiilor, organizatiilor care furnizeaza http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc sau faciliteaza aceasta forma de educatie si formare Numar de cuvinte identice : 5 http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc - Programul sectorial Grundtvig - http://www isjcj ro/htm/sitepr/pr/pdf/Iacob despre LLP pdf adresat nevoilor de predare si învatare din zona educatiei adultilor, precum si institutii, organizatii care furnizeaza http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc o astfel de educatie - Programul transversal, cu 4 activitati principale – Dezvoltarea politicilor http://www unitbv ro/erasmus/LIFELONGLEARNING aspx din domeniul educatiei si formarii profesionale, http://www isjcj ro/htm/Raport%20ISJ%20sem%20I%20-%20Plan%20manag%20sem %20II/RAPORT%20ISJ%20SEM%20I%202006-2007/III %20Asigurarea%20calitatii%20invatamanatului doc învatarea limbilor straine, utilizarea TIC în educatie, diseminarea si exploatarea rezultatelor - Programul Jean Monnet - http://www unitbv ro/erasmus/LIFELONGLEARNING aspx cu 3 activitati principale – Actiunea Jean Monnet, sprijinirea unor institutii europene http://www unitbv ro/erasmus/LIFELONGLEARNING aspx si a unor asociatii europene Referitor la formarea profesionala, retinem ca obiective esentiale ale programului: - sa promoveze cooperarea în ceea ce priveste asigurarea calitatii http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf educatiei si formarii profesionale în http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf Europa; - sa încurajeze o utilizare optima a rezultatelor si a produselor si proceselor inovatoare si sa faca schimb de bune practici în domeniile http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf reglementate de Programul de învatare pe tot parcursul vietii, în http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf vederea cresterii calitatii educatiei si formarii profesionale Numar de cuvinte identice : 5 http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf În 2007 comisia a organizat o consultare publica privind modernizarea Numar de cuvinte identice : 10învatamântului preuniversitar pentru a raspunde provocarilor actuale si viitoare Numar de cuvinte identice : 8 http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf Întrucât sunt multe provocari care reclama dezvoltarea organizationala si dezvoltarea profesionala a personalului, educatia profesorilor si dezvoltarea managerilor http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf scolari sunt de o importanta majora Numar de cuvinte identice : 5 http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf Se doreste, prin urmare, între altele, sa se dezvolte în rândul tinerilor si personalului educational, cunoasterea si întelegerea diversitatii culturilor, limbilor si valorilor europene, îmbunatatirea calitatii si cresterea volumului mobilitatii http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf personalului educational în diferitele state membre, îmbunatatirea calitatii si dimensiunea europeana a formarii cadrelor didactice, sprijinirea ameliorarii abordarilor pedagogice si a managementului scolar În Programul de Învatare pe Tot Parcursul Vietii, http://ec europa eu/education/llp/doc/call11/fiches ro pdf exista în continuare o actiune referitoare la formarea continua a cadrelor didactice sub denumirea de Mobilitati individuale de formare continua – Programul Sectorial Comenius Cadrele didactice pot participa si în cadrul actiunii Mobilitati individuale de formare continua – Programul Sectorial Grundtvig De altfel, cursurile pentru care pot opta sunt incluse într-un catalog comun: Catalogul de cursuri Comenius/Grundtvig, ce poate fi consultat pe site-ul http://ec europa eu/education/trainingdatabase/ Actiunea de formare continua pentru personalul implicat în educatia scolara se adreseaza cadrelor didactice din învatamântul preuniversitar si are ca scop optimizarea calitatii educatiei scolare prin participarea cadrelor didactice la stagii de formare continua Aceste stagii trebuie sa se desfasoare într-o alta tara europeana decât cea în care participantul îsi deruleaza activitatea profesionala Durata stagiilor de formare porneste de la 5 zile efective pâna la 6 saptamâni Este finantata participarea la urmatoarele categorii de activitati de formare: a) cursuri de formare continua: - Cursuri generale de formare; - Cursuri specifice domeniului metodologiei si pedagogiei predarii limbilor straine; - Cursuri destinate învatarii unei limbi straine Pot candida: profesori (inclusiv cei din http://scoalaelf wordpress com/tag/limba-franceza/ învatamântul prescolar si vocational), directori, formatori, manageri educationali, inspectori, personal administrativ sau alt personal nedidactic,http://scoalaelf wordpress com/tag/limba-franceza/ consilieri psihopedagogici, consilieri pentru orientarea în cariera, educator/mediator/facilitator pentru învatare, pentru educatie interculturala sau care lucreaza cu copii ai persoanelor itinerante, altele Pentru cursuri de învatare a unei limbi straine pot candida: profesori care solicita formare într-o limba mai putin http://ec europa eu/education/llp/doc/call11/fiches ro pdf vorbita si mai putin predata pe care sa o foloseasca în predare, persoane care predau o alta disciplina prin intermediul unei limbi straine (CLIL), http://ec europa eu/education/llp/doc/call11/fiches ro pdf profesori care se recalifica pentru a deveni http://ec europa eu/education/llp/doc/call11/fiches ro pdf profesori de limbi straine, educatori sau învatatori care predau (sau carora li se va cere sa predea) limbi straine, cadre didactice care participa în parteneriate Comenius si care solicita formarea în limba de comunicare folosita în parteneriat b) activitati de plasament si job-shadowing în institutii: Alaturi de cursurile de formare, cadrele didactice pot opta si pentru activitati de plasament si job-shadowing în institutii Activitatea de formare prin plasament în institutie presupune deplasarea într-o alta tara, la o institutie scolara, ONG sau institutie apartinând administratiei locale Activitatea de formare prin job-shadowing http://scoalaelf wordpress com/tag/limba-franceza/ ofera personalului implicat în educatia scolara posibilitatea de a se deplasa http://scoalaelf wordpress com/tag/limba-franceza/ în alta tara europeana, într-o institutie similara cu cea în care profeseaza Activitatile de formare presupun observarea modului de organizare http://www slideboom com/presentations/198695 si functionare a institutiei gazda si implicarea participantului la stagiu în activitatile ce se desfasoara în institutia respectiva Cu acest prilej, se realizeaza un schimb de experienta si se faciliteaza cunoasterea reciproca cu efecte în formarea profesionala Activitatea de formare se desfasoara conform unui program zilnic stabilit de http://scoalaelf wordpress com/tag/limba-franceza/ institutia gazda Sunt eligibile sa solicite finantare toate categoriile de personal direct implicat http://scoalaelf wordpress com/tag/limba-franceza/în educatia scolara c) participare la seminarii si conferinte Seminarele si conferintele ce pot constitui activitate de formare sunt cele organizate de Numar de cuvinte identice : 10http://scoalaelf wordpress com/tag/limba-franceza/Retelele Comenius, de catre Agentiile Nationale sau de catre Asociatii Active în domeniul educatiei scolare De asemenea, pot fi rezultate ale Proiectelor de Cooperare http://scoalaelf wordpress com/tag/limba-franceza/ Multilaterala Comenius Sunt eligibile sa solicite finantare toate categoriile de personal direct implicat în educatia scolara Cei care doresc sa candideze pentru o mobilitate individuala – formare continua pentru personalul didactic din http://scoalaelf wordpress com/tag/limba-franceza/ învatamântul preuniversitar, trebuie sa consulte Ghidul candidatului, Apelul European General pentru Propuneri de Proiecte 2009, http://www anpcdefp ro/programe/llp/comenius/tipuri html precum si Apelul National pentru Propuneri de proiecte 2009 Numar de cuvinte identice : 5 http://www anpcdefp ro/programe/llp/comenius/tipuri html Cursurile pot fi selectate din Catalogul de cursuri Comenius/Grundtvig (http://ec europa eu/ education/trainingdatabase) http://www anpcdefp ro/programe/llp/comenius/tipuri html sau din sectiunea Centre de formare pentru profesori de http://www anpcdefp ro/programe/llp/comenius/tipuri html limba straina, aflata pe site-ul ANPCDEFP (exemplu, pentru limba franceza: http://www anpcdefp ro Baza de date pentru activitatile de plasament si job-shadowing se afla pe site-ul: http://www globalgateway org uk Tematicile sunt diverse: activitati de formare de tip job-shadowing/plasament în institutii, cursuri care promoveaza dezvoltarea competentelor cheie, cursuri referitoare la noile tehnologii informationale si de comunicatie, cursuri referitoare la educatia interculturala Cadrele didactice beneficiare ale unui curs de formare continua, dupa efectuarea stagiului, disemineaza si valorizeaza experienta acumulata, în cadrul comisiilor si cercurilor metodice la nivel de judet, prin articole în presa locala, la cercuri pe discipline, lectii demonstrative, prin postarea unor materiale de curs pe site-uri, organizând expozitii sau proiectând discipline optionale Aceste cursuri ofera sanse egale celor care doresc sa descopere experiente didactice noi, sa cunoasca mai mult si sa se implice în rezolvarea unor probleme ale educatiei In plus, cursurile de formare continua Comenius/Grundtvig pot fi echivalate în credite, în functie de durata acestora In acest sens, ANPCDEFP elibereaza, la cerere, o adeverinta care poate fi prezentata la C N F P în vederea echivalarii creditelor de formare continua Se remarca preocuparea permanenta a ANPCDEPF pentru o mai buna promovare a programelor comunitare, concretizata în activitatile periodice de informare si diseminare desfasurate la nivel national si local, ca si editarea si publicarea pe site a diferitelor ghiduri, manuale de bune practici, pliante, buletinul informativ electronic lunar În cadrul Programului Sectorial Leonardo da Vinci, actiunile la care pot participa cadrele didactice din învatamântul preuniversitar, în cadrul unui proiect initiat de institutia unde lucreaza, sunt plasamentele de formare de tip PLM - persoane aflate pe piata muncii (grup tinta „PLM”), http://www robodesign ro/henri-coanda/proiecte/proiectul-leonardo-da-vinci-germaniaimplicând formare profesionala si / sau experienta practica petrecuta de o persoana într-o organizatie de formare dintr-o alta tara Perioada trebuie http://www robodesign ro/henri-coanda/proiecte/proiectul-leonardo-da-vinci-germania sa includa cursuri de formare suplimentare î http://www robodesign ro/henri-coanda/proiecte/proiectul-leonardo-da-vinci-germania n limba de lucru sau în limba tarii gazda De asemenea, cadrele didactice se mai pot implica în actiunea Mobilitatea profesionistilor în formare profesionala (grup tinta „VETPRO”), http://www robodesign ro/henri-coanda/proiecte/proiectul-leonardo-da-vinci-germania care reprezinta un schimb de experienta sau dezvoltare profesionala (transferul, îmbunatatirea sau actualizarea de competente si/sau de metode si practici inovatoare în domeniul formarii profesionale) pentru profesionisti în educatie si formare profesionala (precum profesori, formatori, personal de formare profesionala, consilieri în orientare profesionala etc) Vizitele de studiu din cadrul Programului transversal – Activitatea cheie 1 - Cooperare si inovatie în politicile de educatie si formare, Numar de cuvinte identice : 12urmeaza prioritatile politicii de educatie si formare profesionala, inclusiv prioritatile identificate de catre statele membre Numar de cuvinte identice : 14 http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf Având în vedere faptul ca la aceste vizite de studiu participa factorii de decizie din învatamântul preuniversitar, prioritatile tematice pentru vizitele de studiu http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf sunt, în principal cf COMUNICARE A COMISIEI CATRE PARLAMENTUL EUROPEAN, CONSILIU, COMITETUL ECONOMIC SI SOCIAL SI COMITETUL REGIUNILOR, Bruxelles, 23 11 2011, COM(2011) 787 final – Comisia Europeana : „cresterea atractivitatii si calitatii sistemului de educatie si formare profesionala, http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf cresterea participarii adultilor la educatie si formare (de exemplu, prin cooperarea cu partenerii sociali), integrarea unor instrumente care tin de politicile educationale si privind piata muncii în strategiile de învatare pe tot parcursul vietii, metode inovatoare de a integra artele frumoase în educatie si formare, consiliere si formare profesionala pentru ar rezolva problemele aparute în urma schimbarii economice si a îmbatrânirii populatiei active” Numar de cuvinte identice : 63 http://ec europa eu/education/programmes/llp/call08/prior ro pdf IX 3 4 Manifestarea unei conduite psihopedagogice inovative în plan profesional / social În societatea contemporana, plina de obstacole de tot soiul si de provocari, profesia de dascal este privita din unghiuri diferite si considerata uneori cu reticenta si cu formalism, redusa adesea la nevoia de a oferi elevilor continutul informational necesar progresului lor cognitiv Sa nu uitam ca a fi cadru didactic, mai ales de limba si literatura româna, http://www scribd com/doc/45156691/Limba-Si-Literatura-Romana-Programa-Titularizare-2011 include atribute umane si profesionale superioare, deopotriva de tip intelectual, dar si psiho-pedagogic Traind într-o societate definita în ultimii ani prin accentul pus pe consum, dar totodata si prin nevoia de largire permanenta a sferei de cunoastere, profesorul resimte ca o necesitate, dictata atât de nevoia de perfectionare în cariera, cât si de adecvare continua la provocarile noii societati, manifestarea unei conduite psihopedagogice inovative în plan profesional si social (Romita B Iucu, în „Managementul si gestiunea clasei de elevi Fundamente teoretico-metodologice”, Iasi, Editura Polirom, 2000, pp 126-127), propune un model inovator al personalitatii cadrului didactic, facând distinctia între urmatoarele componente interne ale personalitatii cristalizate: 1 Competenta stiintifica – presupune: • abilitati necesare manipularii cunostintelor; Numar de cuvinte identice : 5 http://www didactic ro/materiale/descarcare/106603 • stapânirea de informatie stiintifica selectata, precisa, veridica, actualizata; Numar de cuvinte identice : 6 http://www didactic ro/materiale/descarcare/106603 • capacitati de transmitere a cunostintelor; • inteligenta, dar si întelepciune; Numar de cuvinte identice : 5 http://www didactic ro/materiale/descarcare/106603 • experienta didactica flexibila; • competenta, manifestata prin identificarea de multiple si variate strategii rezolutive; • aptitudini pentru cercetare, experimentare si control; • initiativa si obiectivitate în evaluare; Numar de cuvinte identice : 5 http://www didactic ro/materiale/descarcare/106603 • capacitati si strategii creative; • operatii mentale flexibile si dinamice; • capacitati de transfer si aplicare 2 Competenta psihosociala http://www didactic ro/materiale/descarcare/106603 consta în: • capacitatea stabilirii unor relatii adecvate cu elevii • adaptarea la roluri diverse; • capacitatea de a comunica lejer si eficient, atât cu un grup, cât si cu indivizi separat; Numar de cuvinte identice : 9 http://www didactic ro/materiale/descarcare/106603 • abilitati de utilizare si dramuire adecvata a fortei si autoritatii; • disponibilitati de adaptare la variate stiluri educationale; • entuziasm, întelegere, prietenie 3 Competenta manageriala http://www didactic ro/materiale/descarcare/106603 se dezvaluie prin: • capacitatea de a influenta clasa, în general, si pe fiecare elev, în particular; Numar de cuvinte identice : 13 http://www didactic ro/materiale/descarcare/106603 • abilitati de planificare si proiectare; Numar de cuvinte identice : 5 http://www didactic ro/materiale/descarcare/106603 • forta si oportunitatea decizionala; • capacitatea de organizare si coordonare a activitatii clasei; • administrarea corecta a recompensei si pedepsei; Numar de cuvinte identice : 6 http://www didactic ro/materiale/descarcare/106603 • suportabilitate în conditii de stres 4 Competenta psihopedagogica http://www didactic ro/materiale/descarcare/106603 presupune: • capacitatea de determinare a nivelului de dificultate a unui continut; Numar de cuvinte identice : 10 http://www didactic ro/materiale/descarcare/106603 • capacitatea de accesibilizare a informatiei didactice; • capacitatea de întelegere a elevilor, de acces la lumea lor launtrica, de solidarizare cu momentele lor de spirit; • creativitate în munca educativa; • capacitate empatica; • atitudine stimulanta, energica, plina de fantezie; • minimum de tact pedagogic; • spirit metodic si clarviziune în activitate În mod evident, modelul propus de prof Romita Iucu are în vedere personalitatea cadrului didactic, în general, dar se poate observa cu usurinta cum toate competentele detaliate se potrivesc personalitatii profesorului de limba si literatura româna Numar de cuvinte identice : 5 http://www scribd com/doc/45156691/Limba-Si-Literatura-Romana-Programa-Titularizare-2011 Numai printr-o armonizare a celor patru competente se poate ajunge la imaginea unui profesor care considera ca a forma generatii de elevi este o misiune nobila care este data doar celor alesi Aplicatii practic - aplicative Obiectivele activitatilor practic – aplicative: • punerea în practica eficienta a metodelor optime în vederea formarii gândirii critice si a deprinderilor practice; • întelegerea corecta a rolului pe care îl are profesorul ca partener al elevului în actul învatarii; • realizarea unei fise de autoevaluare a activitatii desfasurate de profesor în cadrul unei lectii; • elaborarea si analiza argumentata a unui curs optional în domeniul dezvoltarii competentelor de comunicare; • identificarea exemplelor de buna practica si valorificarea lor prin analiza avantajelor si a oportunitatilor pe care le prezinta A 1 Elaborati un model de fisa de autoevaluare a activitatii desfasurate ca profesor în cadrul unei lectii A 2 Raspundeti la chestionarul urmator pe baza caruia se poate întocmi un plan de cariera (Suciu, 2000): Model chestionar Etape Întrebari I Analiza acumularilor profesionale sau a „trecutului profesional” Ce am învatat pâna acum? Ce stiu sa fac? Ce mi-a placut cel mai mult din ce am învatat sau am facut pâna acum? II Evaluarea aspiratiilor, motivatiilor si posibilitatilor personale Ce as dori sa fac? Ce cred ca pot face? Care îmi sunt calitatile si limitele? III Orientarea profesionala propriu-zisa (în raport si cu evolutia structural-calitativa a cererii de munca) Care sunt exigentele actuale ale pietei muncii si tendintele pe segmentul spre care m-am orientat (prin pregatire) sau pe care l-am practicat? De ce informatii as avea nevoie si de unde as putea sa le obtin? IV Alegerea de catre fiecare individ a propriului traseu profesional si a mijloacelor de adaptare profesionala Este cazul continuarii studiilor? Ce alte posibilitati am? V Elaborarea, cu sprijinul specialistului, a planului de actiune personalizat, menit sa asigure insertia optima pe piata muncii Cum sa-mi organizez un calendar de activitati si cum sa-mi structurez planul de actiune pentru dezvoltarea carierei? A 3 Elaborati un plan de cariera dupa modelul dat: PLANUL DE CARIERA SCOPUL Obiectivul nr 1 Strategii de realizare Termen Resurse Posibile bariere Obiectivul nr 2 Strategii de realizare Termen Resurse Posibile bariere Obiectivul nr 3 Strategii de realizare Termen Resurse Posibile bariere A 4 Selectati din experienta privind dezvoltarea profesionala pe care o detineti un exemplu de buna practica si prezentati-l colegilor Capitolul I PLURALISMUL SOCIO-JURIDIC SI REGLEMENTAREA PROBATIUNII: STANDARDE LEGISLATIVE UNIVERSALE SI EUROPENE Dr Doina Balahur Motto : "Începeti, va rog prin a studia putin viata " (Arthur Schopenhauer) I ) DREPTUL FORMA A MEMORIEI COLECTIVE PLURALISMUL SOCIO-JURIDIC "În Drept societatea îsi re-aminteste ce a dorit sa devina" spunea P Allott Am optat pentru aceasta definitie descriptiva a Dreptului deoarece reuneste, potential, pluralismul formelor de memorie sociala cu vocatie normativ-juridica si axiologica Dreptul trimite întotdeauna la relatiile dintre membrii unui grup social El este perceput ca un "comandament" care spune ce este "normal", ce este dorit, asteptat, în relatiile dintre membrii grupului respectiv Starea de "normalitate" comporta, fireste, variatii istorice si culturale Însa dincolo de aspectele particulare, imanente unui timp si culturi, se poate spune ca "starea de normalitate" la care se refera Dreptul (modern) descrie relatiile si comportamentul de cooperare dintre indivizii care traiesc într-o comunitate, grup Aceste relatii asigura stabilitatea si continuitatea comunitatii, fiind de aceea "fixate" si transmise de la o generatie la alta prin diferite forme ale memoriei sociale colective: obicei sau traditie, cunostinte, valori si ideologii, jurisprudenta, uzante, norme moral- juridice, tehnici de interpretare, etc Dreptul modern se raporteaza la toate aceste forme de memorie sociala -care conserva si transmit standardele comportamentului si relatiilor de cooperare- ca la surse sau izvoare constitutive Influenta acestor surse asupra constructiei standardelor de comportament, a normelor cu vocatie regularizatoare, este variabila La nivelul unor culturi domina traditia juridica a comunitatii (common law), în timp ce la nivelul altora (statute law) dominanta va fi constructia normativ juridica realizata de un corp de experti precum si activitatea de legiferare Istoric privind lucrurile, se vorbeste de o evolutie si o ierarhie a surselor Dreptului Ea ar include traditia sau obiceiul juridic, jurisprudenta, procesul de constructie si legiferare a normelor juridice, etc În traditia dreptului modern, predominanta activitatii de constructie normativ-juridica si legiferare devin chiar criterii de apreciere a "gradului de dezvoltare" a unui anumit sistem juridic, sau a unui anumit demers disciplinar juridic (sau stiinte juridice) În strânsa legatura cu ierarhizarea izvoarelor constitutive, dreptul modern integreaza ca supozitie constitutiva postulatul singularitatii si al unicitatii sale într-un anumit timp si pe un anumit teritoriu Într-un anumit interval temporal si pe un anumit teritoriu (de regula cel national) doar normele juridice elaborate sau recunoscute de stat sunt acelea în functie de care se apreciaza si la nevoie se sanctioneaza punitiv, comportamentul indivizilor Structura traditionala a normei juridice sprijina pozitia dreptului modern de "etalon unic" al comportamentului Generalitatea normei de drept modern impune, în mod deliberat, neglijarea aspectelor contingente, a varietatii si pluralismului socio-cultural Postulatul generalitatii este edificator: norma trebuie sa preceada cazul, ca o preconditie logic-rationala a posibilitatii sale de a reglementa conduita unor agenti sociali foarte diferiti Numeroase studii si cercetari socio-juridice recente au pus în evidenta existenta unei noi tendinte, manifeste în special ca urmare a proceselor de globalizare si integrare regionala Aceasta tendinta s-ar caracteriza dupa Boaventura de Sousa Santos prin pluralism si pragmatism Apreciat, prin traditie, ca fiind specific doar perspectivei sociologice asupra dreptului, pluralismul semnifica, în primul rând, sanctionarea juridica a varietatii si a diferentelor El presupune "existenta simultana, în cadrul aceleiasi ordini juridice, a unor reguli de drept diferite care se aplica unor situatii identice sau coexistenta unei pluralitati de ordini juridice distincte care stabilesc sau nu între ele raporturi juridice " Favorizând întâlnirea grupurilor, comunitatilor si traditiilor culturale variate, diferite, fenomenele de integrare regionala si de globalizare transforma analiza sociologica si antropologica în surse directe ale dreptului Studiile sociologice asupra grupurilor si comunitatilor devin o modalitate flexibila de integrare a pluralismului, varietatii si diferentelor Nu are loc o substitutie Este vorba mai de graba de o dez-iearhizare a surselor normativitatii juridice si o re-punere în drepturi a traditiei juridice si a jurisprudentei, ca expresii ale vietii juridice efective a comunitatii Principala consecinta a acestei stari de fapt este, dupa K H Ladeur, reîntoarcerea dreptului la pragmatism, reinsertia sa în timp si re-integrarea dimensiunii sociale - a vietii reale a indivizilor, comunitatilor, grupurilor, etc - în procesul elaborarii si gestiunii normei juridice Într-un articol devenit celebru, Global Bukowina : Legal Pluralism in the World Society, Gunther Teubner observa ca la acest sfârsit de secol si de mileniu viziunea traditionala, moderna asupra Dreptului s-a modificat radical, facând loc unei conceptii sociojuridice flexibile ce opereaza într-un sistem pluralist deschis si non-ierarhic Acest câmp sociojuridic pluralist s-ar caracteriza prin urmatoarele trasaturi: prin pluralitatea ordinilor juridice; prin globalism si intensificarea practicilor transnationale; prin localism si multiplicarea identitatilor; prin eterogenizarea si diminuarea functiilor de reglementare si legiferare care în mod traditional apartineau statului-national; prin fragmentarea si destabilizarea realitatii, careia îi corespunde o noua forma de drept (de retele ale pluralismului juridic global) centrat pe management-ul schimbarii, al învatarii si al riscului, pe rezolvarea creativa a problemelor prin nasterea unei noi paradigme de cunoastere -posmodernismul- care-si propune apropierea de modurile concrete de viata CÎMPUL SOCIOJURIDIC PLURALIST Sub impactul acestor presiuni si mutatii: se disipeaza monopolul juridic si legislativ al statului; statul îsi pierde pozitia de centru juridic al productiei dreptului national si international; se multiplica sursele normativitatii juridice; are loc o deplasare de accent dinspre dimensiunea normativa a Dreptului (discursul juridic consemneaza din ce în ce mai des sintagma de "soft-law") spre cea axiologica; are loc o crestere a rolului grupurilor si organizatiilor nonguvernamentale care devin agentii unei noi ordini juridice internationale care nu mai este legata de stat - se vorbeste azi de o lume multicentrica precum si de retelele pluralismului global generate de multitudinea relatiilor dintre actorii sociali non-guvernamentali; se produce o apropiere între drept si realitate - sub forma re-valorizarii traditiei juridice a comunitatii, grupului- între fapte si norme (J Habermas) etc * * * Nu am început întâmplator cu o prezentare schematica a pluralismului-socio juridic global El va provoaca sa cautati, sa întelegeti mutatiile esentiale care au loc în sfera normativitatii în lumea postmoderna - va spune ca a încerca sa cautati o ipotetica "golden rule" echivaleaza cu o tentativa demna de Don Quijote Dar nu numai atât Va invita sa va familiarizati cu ceea ce psihologii numesc "toleranta ambiguitatii" respectiv cu coexistenta unui numar de adevaruri contradictorii referitoare la una si aceeasi situatie Observam mai sus, de exemplu, ca lumea de azi se caracterizeaza prin globalism si intensificarea practicilor transnationale (va sugerez sa va gânditi la ceea ce se întâmpla în comertul international si veti întelege mai usor) dar si prin localism si multiplicarea identitatilor (aici v-as sugera sa va gânditi, de exemplu, la discursul actual despre minoritati - grupuri structurate în functie de apartenenta etnica, religioasa, de sex sau orientare sexuala, vârsta, etc , si la discriminarea pozitiva menita sa le protejeze identitatea distincta) Cum putem lega între ele aceste doua caracteristici, aparent opuse ale lumii de azi, globalism si localism? Ca sa ma refer la exemplele folosite între paranteze, v-as raspunde ca avem o obligatie "nascuta" din valorile, practicile si reglementarile de drept international al drepturilor omului de a acorda minoritatilor drepturile necesare pastrarii identitatii lor - care de regula este locala, particulara anumitor contexte socio-culturale identificabile Însa principalul motiv pentru care v-am sensibilizat la pluralismul socio-juridic global este legat de formarea dumneavoastra ca viitori consilieri de probatiune Este o profesie care, spre deosebire de multe altele va fereste, fie ca vreti fie ca nu, de rutina As putea motiva în multe feluri aceasta afirmatie Am sa o fac simplu si cel mai direct cu putinta Practica profesiei de consilier de probatiune presupune în orice moment raportarea nu numai la persoane si situatii diferite, dar si la un complex de standarde si obligatii care vin din directii foarte diferite Unele direct din viata (identitatea, istoria vietii personale, etc), altele din diverse teorii (psihologice, juridice, criminologice, socio-politice, etc) si din schimbarea acestor teorii (asa cum se întâmpla acum), din traditia si experienta altor tari în materie, din schimbul permanent de informatii cu colegii nostri din alte tari, din norme de drept international, din decizii ale instantelor internationale, etc Le-am prezentat ilustrativ în schema de mai sus Procesul generalizarii si implementarii sanctiunilor neprivative de liberatate în practica diferitor sisteme penale ilustreaza si el efectele multiplicarii surselor normativitatii socio-juridice specifice lumii de azi El este unul dintre exemplele edificatoare ale actiunii si formelor de manifestare a pluralismul socio-juridic global Varietatea formelor în care sunt practicate, în diferite sisteme penale, sanctiunile neprivative de libertate - începând de la probatiunea traditionala, pâna la arestul la domiciliu si supravegherea electronica, etc- este efectul concertat al actiunii unei multitudini de surse (izvoare) socio-juridice Fiecare dintre ele are un anumit impact mai "tare" sau mai "slab" asupra practicii administrarii sanctiunilor comunitare Dar, ele actioneaza întotdeauna concertat - impunând un pluralism de standarde de care trebuie sa fim constienti daca am decis sa optam pentru aceasta cariera profesionala Între acestea, traditia juridica a comunitatilor, mutatiile în filosofia traditionala a sistemelor penale, schimbarile în paradigma psiho-sociologica si socio-politica, standardele universale si europene în materia drepturilor omului, cooperarea internationala între diferite organizatii guvernamentale si non-guvernamentale, etc au contribuit la nasterea unor alternative la sanctiunea privativa de libertate Unele dintre ele sunt descrise mai jos Cea mai mare parte a studiului este dedicata normelor, valorilor si principiilor reglementate în sistemul universal si european al drepturilor omului Optiunea mea, iarasi, n-a fost întâmplatoare Aceste reglementari genereaza "standardele tari" ale practicii profesiei dumneavoastra, deoarece stabilesc, în mod expres, limitele, natura, obiectivele, durata, specificul interventiei, obligatiile dumneavoastra fata de client, drepturile clientului, caracterul pluridisciplinar, continuu al formarii consilierului de probatiune, etc În acelasi timp, ele sunt "standarde tari" pentru ca nu ramâne la latitudinea dumneavoastra daca sa le aplicati sau nu Nu aveti decât o singura optiune, sa le aplicati si sa le respectati (în caz contrar suportînd rigorile si raspunderea prevazute de lege) II ) DEFINITIA SI CARACTERIZAREA PROBATIUNII CA SANCTIUNE NEPRIVATIVA DE LIBERTATE 1 ) Definitii ale probatiunii ca sanctiune neprivativa de libertate În ordine istoric-cronologica "probation" este una dintre primele sanctiuni comunitare, "intermediare" reglementate ca masura alternativa la pedeapsa privativa de libertate Aparitia sa a fost determinata, pe de-o parte, de necesitatea dezvoltarii sistemelor judiciare adaptate delicventei juvenile, iar pe de alta, de aparitia unor noi curente în criminologie care pledeaza pentru controlul infractionalitatii din afara sistemului justitiei penale Ea reflecta mutatii esentiale la nivelul filosofiei traditionale a pedepsei si functiilor sale Ca sanctiune non-privativa de libertate, probatiunea a fost practicata în diferite forme în Anglia, înca din Evul Mediu În a doua jumatate a sec al XIX, ea începe sa fie acceptata si în SUA Studiile si cercetarile în domeniu apreciaza însa, ca, în ciuda traditiei apreciabile, probatiunea moderna s-a dezvoltat în secolul XX, în special dupa cel de al doilea razboi mondial, în anii 60 Într-un studiu recent realizat sub egida Natiunilor Unite de Institutul Interregional pentru Cercetarea si Prevenirea Infractiunilor, J Klaus, (1998, p 12) propune patru argumente în favoarea probatiunii si a masurilor comunitare: masurile comunitare sunt mult mai potrivite pentru anumite tipuri de infractiuni si infractori; deoarece evita privarea de libertate si încarcerarea, aceste masuri sunt centrate pe reintegrarea în comunitate si reabilitare, fiind, din aceste motive, mult mai umane; sunt, în general, mai putin costisitoare decît sanctiunile privative de libertate; prin descresterea numarului de condamnati din închisori se evita supraaglomararea facilitându-se administrarea acestora precum si tratamentul corectional aplicat celor care ramân în detentie Promovarea si reglementarea juridica a sanctiunilor neprivative de libertate s-a facut sub impactul unui complex de procese si mutatii, asa cum vom argumenta în acest studiu Cu toate cestea nu putem sa nu mentionam faptul ca generalizarea lor se leaga si de reactiile, prezente în multe sisteme penale, împotriva sistemului prisonocentric, a încarcerarii si efectelor sale M Tonry si J Petersila identificau cel putin sase efecte colaterale ale încarcerarii : reduc sansele celui care a ispasit o pedeapsa privativa de libertate sa-si gaseasca un loc de munca; produc efecte pe termen lung asupra sanatatii fizice si mentale a celui încarcerat; contribuie la izolarea si marginalizarea familiei lor; închisoarea este criminogena, o adevarata scoala pentru infractori; pericolul ca stilul de viata si valorile închisorii sa fie "exportate" în comunitate; reactia la mediul penitenciar determina, de multe ori, stari si tendinte autolitice, etc În ce priveste definirea probatiunii, literatura de specialitate apreciaza ca nu exista un concept care descrie si explica unitar aceasta sanctiune comunitara "Sistemele de probatiune reflecta particularitatile de timp si spatiu, culturale, economice, ale politicilor si practicii penale dint-un anumit stat, pastrând însa, în acelasi timp, câteva trasaturi fundamentale comune, precum si identitatea si orientarea profesionala a consilierilor de probatiune " (R Harris, 1995, p 4) În documentele Natiunilor Unite probatiunea, ca sanctiune dispusa printr-o hotarâre judecatoreasca, este definita "ca metoda aplicata unor infractori selectati, ce consta în suspendarea conditionata a pedepsei si punerea lor sub supravegherea personala a consilierului de probatiune pentru a i se acorda asistenta si "tratament" (ONU, 1954, p 4) Alte definitii prezente în literatura de specialitate caracterizeaza probation ca sistem (public sau privat) care administreaza furnizarea unor servicii speciale si functioneaza de regula ca subsistem al sistemului mai larg al justitiei penale Serviciile asigurate se refera atât la operatiuni de reabilitare cît si de supraveghere Probatiunea a fost de asemenea caracterizata "ca metoda de pedepsire cu un pronuntat caracter socio-pedagogic, ce consta în echilibrul dintre supraveghere si asistenta Ea se aplica, fara taxa, unor infractori selectati în functie de particularitatile de personalitate, tipul de infractiune comis si receptivitate, în relatie cu un sistem al carui scop este de a oferi infractorului o sansa de a-si schimba stilul de viata, de a se integra în societate fara riscul de a comite noi fapte penale " (C G Cartledge, 1995 p 3-4) În ciuda varietatii lor, aceste definitii reflecta fundamentul ideologic comun (justitia restitutiva) precum si tendintele de depenalizare-flexibilizare a sistemului de sanctiuni prezente în majoritatea sistemelor penale, de integrare a tuturor actorilor sociali - victima, comunitate, infractor- în procesul controlului si prevenirii infractionalitatii Aceasta orientare face din probatiune, si mai larg, din întreaga varietate a sanctiunilor penale neprivative de libertate nu numai o reactie la închisoare ci, si în primul rând, un nou sistem, mai complex si mai bine adaptat la varietatea infractiunilor si infractorilor Cele doua sisteme, cel prisonocentric si cel non-custodial, nu mai trebuie privite în antiteza ci mai de graba ca mecanisme de control si reducerea a riscurilor, situate pe un continuum gradual Un inventar al Natiunilor Unite, care cuprinde perioada 1990-94, indica urmatoarea situatie statistica a numarului persoanelor pus sub probatiune în lume: TARA TOTAL 1990 Prop Adulti Minori TOTAL 1994 Prop Adulti Minori Belarus 1647 16,06 1647 - 5212 50,3 5212 - Belgia 3517 35,29 3517 - 4824 47,86 4824 - Bulgaria 727 8,09 677 50 853 10,10 825 28 Canada 66097 248,63 66097 - 78639 268,87 78639 - Chile 916 6,95 916 - 1226 8,75 1226 - Costa Rica 2756 98,25 2756 - 2490 81,08 2490 - Danemarca 2142 41,67 - - 1687 32,41 - - Germania 41880 52,77 - - 20797 25,55 11384 9413 Indonezia 2722 1,51 2273 449 1449 0,75 1172 277 Japonia 78772 63,76 4793 73779 58869 47,17 5054 53815 Letonia 813 30,44 813 - - - - - Lituania 633 17,01 633 0 356 9,75 356 0 Malta 7 1,98 4 3 50 13,74 31 19 Insulele Marshal 6 13,04 6 0 8 14,81 8 0 Mexic 245 0,28 245 0 938 1,01 938 0 Olanda 6626 44,23 - - 12171 79,14 - 0 Nicaragua 170 4,39 - - 186 4,23 - - Portugalia - - - - 49 0,50 - - Quatar - - - - 10 1,85 - - Rep Korea 9037 21,08 - 9037 17327 38,98 0 17237 Rep Moldova 627 14,37 538 89 435 10,00 370 65 Federatia Rusa - - - - 149140 100,77 - - Samoa de Vest 36 21,95 33 3 - - - - Slovenia 979 49,00 975 4 695 33,79 691 4 Suedia 6694 78,21 - - 6835 77,85 6634 201 Anglia si Wales 89672 177,35 54306 35366 111746 217,24 82908 28838 SUA 1637549 655,25 - - 1397505 536,16 - - Hong Kong 3054 53 776 2278 3341 55,12 - - Irlanda de Nord - - - - 1238 75,87 963 275 Scotia 4122 80,79 4109 13 6011 117,12 5978 32 Macau 224 60,22 56 168 349 83,29 88 261 Bermude 12 19,67 6 6 22 34,92 20 2 Rata persoanelor puse sub probatiune, la 100 000 loc 1 1) Scopurile si obiectivele probatiunii Probatiunea, ca si alte sanctiuni comunitare este, sub raportul naturii juridice, o sanctiune penala Prin scopurile si obiectivele urmarite ea se distanteaza însa de sistemul traditional centrat pe represiune si izolare Valorile pe care s-a construit, obiectivele si scopurile pe care le urmareste contribuie, de asemenea, la definirea probatiunii si, pe aceasta cale, la pozitionarea sa distincta în sistemul sanctiunilor penale existent în diferite legislatii nationale Dupa Joutsen si Zvekic (1994, p 28) scopurile probatiunii sunt: Reabilitarea si controlul infractionalitatii; Reintegrarea comunitara; Pedeapsa; Prevenirea savârsirii de noi fapte penale 1 2) Forme ale probatiunii : probatiunea traditionala; probatiunea intensiva; probatiunea soc Semnificatiile conceptului si practicii probatiunii în lume - mutatiile survenite în timp- nu pot fi conturate în afara varietatii formelor sub care a evoluat în diferite momente, în diferite spatii socio-culturale si legislatii penale Una dintre cele mai raspândite sanctiuni comunitare a fost "probatiunea traditionala" Ea consta în suspendarea executarii unei pedepse mai severe (de regula cea privativa de libertate) si ramânerea în comunitate a infractorului, sub supraveghere În timpul acestei perioade (termen de încercare în unele legislatii penale), persoana presteaza mai departe o activitate, îsi continua studiile, ramâne în familie Ea are obligatia -prevazuta de regula în hotarârea de suspendare a executarii - sa se întâlneasca regulat cu consilierul de probatiune si sa respecte interdictiile prescrise de instanta Probatiunea traditionala pune accent atât pe reabilitare cât si pe control Echilibrul dintre reabilitare, control si pedeapsa reprezinta specificul probatiunii traditionale Pentru a spori eficacitatea probatiunii traditionale, unele legislatii au introdus, înaintea suspendarii, o scurta perioada de încarcerare Aceasta forma este cunoscuta sub numele de "probatiune soc" Daca experimenteaza, fie si pentru o scurta perioada de timp, conditiile si restrictiile impuse de viata din penitenciar, infractorul va fi mai putin înclinat sa încalce conditiile impuse de ordinul de liberare conditionata si cu atît mai putin sa comita noi infractiuni Dupa anii 90, sub presiunea comunitatilor, a pretentiilor sale sporite de siguranta si securitate, precum si ca tentativa de a reduce supraaglomerarea închisorilor, s-a dezvoltat sistemul "probatiunii intensive" (supravegherea prin probatiune intensiva) Ea se situeaza între încarcerare si probatiunea traditionala atât în ce priveste pedepsirea, gradul de siguranta comunitara, cât si în privinta costurilor material-financiar (A Lurigio, J Petersila, 1992, p 6) Spre deosebire de cea traditionala, probatiunea intensiva pune accent pe supraveghere si mai putin pe reabilitare În unele sisteme penale probatiunea se pronunta în asociere cu alte sanctiuni neprivative de libertate - cu munca neremunerata în folosul comunitatii, amenda, supravegherea electronica, etc Probatiunea - în diferite forme sau variante- este astazi una dintre cele mai raspândite si folosite sanctiuni neprivative de libertate Reglementarea si practica sa suporta, firesc, impactul traditiilor si al particularitatilor socio-culturale ale comunitatii Varietatea socio-culturala a comunitatilor pe care se grefeaza explica, asa cum subliniam mai sus, absenta unei perspective unitare asupra definirii acestei institutii Cu toate acestea, ea pastreaza un nucleu tare identificat de expertii în domeniu ca "reconciliere între individ si grup, o a doua sansa oferita persoanei care a încalcat "contractul" de a ramâne în comunitate "(McIvor, 1995, p 210) III ) PLURALISMUL SURSELOR DE REGLEMNTARE A PROBATIUNII SI MASURILOR NEPRIVATIVE DE LIBERTATE Pluralismul juridic desemneaza, asa cum observam mai sus, existenta simultana a unor surse si prescriptii normative diferite care se aplica unor situatii identice (B de Sousa Santos, 1996, p 114) Si în cazul sanctiunilor neprivative de libertate, în speta al probatiunii, analiza comparativa identifica o varietate a surselor socio-juridice de reglementare Fiecare dintre ele îsi pune amprenta asupra semnificatiei si practicii sanctiunilor neprivative de libertate, determinând accente diferite, fie pe reabilitare fie pe control, pe protectia victimei si comunitatii, pe reducerea riscului de recidiva, etc Între aceste surse, studiile asupra probatiunii mentioneaza : Rolul traditiei socio-juridice în reglementarea probatiunii; Mutatiile intervenite la nivelul filosofiei penale si în criminologie; Schimbari intervenite în paradigma cunoasterii psiho-sociologice; Schimbarile politico-ideologice, trecerea de la paradigma statului bunastarii la post-statism care pune accent pe responsabilitatea individuala; Rolul reglementarilor din dreptul international al drepturilor omului care fiinteaza în calitate de standarde universale si regionale în practica sanctiunilor neprivative de libertate; Rolul cooperarii internationale în materia controlului si prevenirii infractionalitatii; Rolul cercetarii stiintifice si schimbului de informatii în domeniul sanctiunilor comunitare; Rolul societatii civile în promovarea sanctiunilor non-custodiale 1 ) Dreptul expresie a vietii comunitare : rolul traditiei juridice în reglementarea probatiunii În tarile caracterizate prin sisteme juridice cutumiare (common law) cum ar fi Anglia si SUA probation s-a dezvoltat pornind de la o serie de practici si traditii comunitare prezente înca din perioada medievala sub forma "angajamentului" si a "încredintarii pe garantie" Angajamentul (recognisance) consta în eliberarea infractorilor pe baza unei promisiuni prin care se obliga sa se comporte corect si sa nu mai comita noi fapte antisociale În cadrul acestui sistem nu era prevazuta nici un fel de supraveghere Încredintarea pe garantie implica existenta unei a treia parti care îsi asuma în mod voluntar sarcina de a supraveghea comportamentul infractorului în comunitate Activitatea consilierilor de probation atât în Anglia cât si SUA este efectul profesionalizarii acestor practici comunitare, realizate prin traditie de persoanele care-si asumau în mod voluntar acest rol Pornind de la aceasta traditie se accepta azi ca managementul comportamentului infractorului în comunitate trebuie sa fie realizat de o "persoana cu experienta" care sprijina, consiliaza si monitorizeaza infractorul Aceasta persoana este în acelasi timp agentul prin intermediul caruia statul impune anumite cerinte care sunt chiar mai mari decât permite cadrul juridic - cautarea unui loc de munca, notificarea schimbarii adresei, etc Apreciata prin prisma acestei traditii probation a reprezentat o interventie discretionara bazata pe rolul formativ-educativ al valorilor comunitare, dincolo si în afara prevederile stricte ale legii (R Harris, 1997, p 49) Desi s-au dezvoltat si sisteme alternative, formale, bazate pe elaborarea unor legi speciale care reglementeaza justitia penala si activitatea serviciilor de probation - în tarile caracterizate prin sisteme juridice cutumiare normele si valorile comunitatii reprezinta în continuare una dintre sursele fundamentale ale normativitatii juridice (iar legea este, de cele mai multe ori nu altceva decât sanctionarea acestei traditii) În Anglia, de exemplu, (G C Barclay, 1995, p 2-3) Common Law este constituita din cutumele care au functionat ca "lege a locului" din timpuri imemoriale Regulile de comportament dezvoltate în cadrul acestei traditii au devenit legi Sanctionarea si legiferarea traditiei juridice a reprezentat si reprezinta în continuare una dintre sursele fundamentale ale dreptului anglo-saxon Acest sistem s-a dezvoltat pe baza jurisprudentei si precedentului juridic stabilite în instantele nationale Alaturi de traditia comunitara un rol esential în institutionalizarea si profesionalizarea probatiunii in Anglia l-a jucat însa si dreptului civil (Statute Law) El a constituit o a doua sursa esentiala a reglementarii probatiunii Ea este reprezentata de activitatea de legiferare realizata de Parlament Cu toate acestea, multe dintre reglementarile juridice si legile existente în sistemul actual al justitiei penale engleze, observa Barclay, îsi au sursa în common law; unele infractiuni de exemplu comporta o chiar o dubla reglementare desi "dese ori infractiunile prevazute de common law sunt abrogate de normele juridice de drept penal" Europa continentala a cunoscut o traditie juridica opusa Fara ca obiceiul juridic sa fie total absent, dreptul continental european s-a nascut, în principal, în cadrul procesului de legiferare si codificare a dreptului roman În cadrul acestei traditii (civil/statute law) probatiunea s-a dezvoltat din institutia juridica a suspendarii executarii pedepsei Initial, ea nu numai ca nu presupunea nici un fel de supraveghere dar practica acestui sistem ar fi însemnat o violare a drepturilor omului Doar dupa primul razboi mondial a început sa câstige teren ideea de pregatire si experienta profesionala, si odata cu ea faptul ca suspendarea trebuie sa se asocieze cu supravegherea Astfel, în timp ce în cadrul sistemelor common law probation s-a dezvoltat trecând de la o pozitie informala la integrarea sa într-un cadru politico-juridic, în tarile Europei continentale s-a petrecut un proces opus, supravegherea s-a grefat si asociat cu sistemul reglementat de dreptul penal al suspendarii executarii pedepsei Extinderea probatiunii în întreaga lume, în special dupa anii 80, a generat variatii semnificative, atât la nivelul reglementarilor juridice cît si al practicii efective a reintegrarii si supravegherii comunitare Aceasta varietate -si lipsa de unitate a reglementarilor si a practicii- este efectul conditiilor socio-culturale si al politico-juridice diferite la nivelul carora s-a implementat aceasta sanctiune comunitara Totusi, în ciuda multitudinii de orientari si curente existente astazi în probation, ea conserva o serie de invariante, comune de-a lungul timpului si diferitor culturi, care tradeaza originea comunitara a acestei sanctiuni Între acestea, doua, considera Robert Harris (1997,p 50), se impun: reglementarea probatiunii ca activitate constructiva de reintagrare a infractorului în comunitate iar pe de alta parte, o anumita atitudine "de iertare simbolica" din partea comunitatii O analiza comparativa a dezvoltarii probatiunii în lume evidentiaza, de asemenea, faptul ca ea este considerata simultan o forma de interventie si sprijin ( care-si are origine în common law) si o modalitate de a proteja drepturile si libertatile civile ale infractorilor ( curent care-si are originea în civil law) 2 ) Orientari în filosofia sistemelor penale si în criminologie ca izvoare ale reglementarii juridice a probatiunii si masurilor comunitare : paradigma justitiei restitutive Perspectiva pluralista a condus treptat si la revizuirea conceptiei traditionale asupra pedepsei si sanctiunii penale, la mutatii esentiale în filosofia sistemelor penale Alaturi de conceptia traditionala -a pedepsei ca sanctiune represiva- s-au dezvoltat abordari alternative care trateaza comportamentul infractional în contextul relatiilor comunitare iar pedeapsa ca mijloc de transformare a caracterului si de "renastere morala" a persoanei care comite acte ilicite Justitia restitutiva s-a dezvoltat ca alternativa la sistemul penal retributiv Aceasta noua filosofie penala, pleaca de la premisa ca toate partile trebuie sa fie implicate în raspunsul la infractiune, respectiv, victima, infractorul precum si comunitatea În cadrul acestei filosofii penale, raspunderea se întemeiaza pe întelegerea de catre infractor a raului produs prin fapta sa ilicita, acceptarea raspunderii si repararea pagubei produse Acest sistem încurajeaza implicarea directa a victimei si infractorului în rezolvarea conflictului, prin dialog si negociere, în prezenta si cu asistenta unei a treia parti, neutre -numita negociator sau mediator Actorii principali în acest proces sunt victima si infractorul iar mediatorul este în pozitia de facilitator al procesului ce vizeaza restabilirea echilibrului perturbat prin comiterea infractiunii Paradigma justitiei restitutive se sprijina pe supozitii diferite, opuse, asupra cauzelor infractionalitatii, raspunderii penale, prevenirii comiterii de noi fapte ilicite Dupa J Klaus (J Klaus, 1998, p 38) acestea ar fi: Supozitiile paradigmei traditionale, represive Supozitiile paradigmei restitutive Infractiunea este un act îndreptat împotriva statului, o încalcare a legii, a unui ideal abstract Infractiunea este un act împotriva altei persoane sau a comunitatii Pedeapsa este eficienta daca: amenintarea cu pedeapsa previne infractiunea pedeapsa schimba comportamentul Producerea deliberata a suferintei nu contribuie la refacerea echilibrului vietii comunitare perturbat prin comiterea infractiunii Controlul infractiunii se realizeaza prin intermediul sistemului justitiei penale Controlul infractionalitatii se realizeaza în primul rând prin intermediul sistemului socio-economic Raspunderea este identica cu suferinta Raspunderea înseamna asumarea faptei comise si a obligatiei de reparare a pagubei produse Rolul victimei este periferic Victima este actorul central al justitiei penale restitutive Infractorul este caracterizat prin pagubele produse Infractorul este caracterizat prin capacitatea si dorinta de reparatie Infractiunea este un act individual care da nastere unei raspunderii personale Raspunderea penala are atât o dimensiune individuala cât si una sociala Setul diferit de valori si supozitii, promovate de justitia restitutiva, va genera obiective diferite ale probatiunii si ale tuturor celorlalte sanctiunilor neprivative de libertate Ele vor urmari : Sa-i fereasca pe cei care au comis infractiuni cu grad redus de pericol social de mediul penitenciar Cei pusi sub supraveghere ramân în comunitate unde beneficiaza de sprijinul familiei si al serviciilor sociale Evita stigmatizarea infractorilor, etichetarea lor ca "raufacatori" Favorizeaza reabilitarea comportamentala si reinsertia sociala prin mentinerea legaturilor comunitare (loc de munca, relatii cu familia, integrarea în programe de asistenta si tratament, etc) Supravegherea comunitara contribuie la rezolvarea problemei supraaglomerarii închisorilor reducând în acelasi timp costurile economice si taxele pe care trebuie sa le suporte contribuabilii Ideea de a integra comunitatea si în special victima în cadrul justitiei penale apartine Consiliului Europei În 1979, Consiliul Europei aprecia ca problemele infractorilor nu pot fi rezolvate în mod adecvat doar de consilierii de probatiune ci mai de graba de serviciile generale de asistenta sociala si propunea înfiintarea "Consiliilor de Reabilitare" Aceste consilii reprezentau o structura pentru integrarea treptata a activitatii de supraveghere (probation) în cadrul mai larg al serviciilor comunitare, permitându-le sa beneficieze atât de resurse suplimentare cât, si în primul rând, sa fie mai eficiente în raport cu obiectivul lor, respectiv reintegrarea sociala a infractorilor S-a apreciat ca cest obiectiv se poate îndeplini doar atunci când infractorul nu este izolat si privat de posibilitatea de a folosi serviciile furnizate întregii comunitati Paradigma dreptatii restitutive îsi are, de asemenea, originea în miscarea pentru drepturile victimei precum si în experimentele, realizate în ultimii 30 de ani, centrate pe confruntarea victimei cu infractorul, reconciliere, mediere, si sanctiuni reparatorii Din acest motiv termenul de justitie restitutiva este uneori folosit alternativ cu cel de mediere victima-infractor, justitie relationala sau de echilibru, etc Noua paradigma a contribuit si la re-constructia probatiunii Probatiunea restitutiva (restorative probation) a devenit un nou mod de a practica sanctiunile alternative, bazat pe integrarea activitatii comunitare si a voluntarilor Aceasta noua filosofie penala a reprezentat baza unei largi integrari a comunitatii si a constituit, în acelasi timp, fundamentul întelegerii potentialului sanctiunilor non-privative de libertate Ea a devenit un ghid util pentru constructia strategiilor de implementare si administrare a acestor masuri (supravegherea, medierea, munca în serviciul comunitatii, etc) Programele construite pornind de la aceasta paradigma împartasesc un numar de supozitii si credinte comune: O definitie a infractiunii ca prejudiciu cauzat victimei si comunitatii Atât victima cât si infractorul sunt actori activi în rezolvarea conflictului penal Compensarea victimei prin restituire Dreptul victimei de a fi direct implicata în aplicarea justitiei penale Asistarea victimei sa redobândeasca sentimentul controlului, afectat prin comiterea infractiunii Raspunderea infractorului pentru fapta comisa, constientizarea efectelor comportamentului infractional Sprijinirea infractorului sa accepte raspunderea pentru comportamentul sau într-o maniera care-l va ajuta sa se dezvolte în acord cu valorile sociale Implicarea tuturor partilor afectate prin comiterea infractiunii : victima, infractor, comunitate Teoria justitiei restitutive a contribuit la rezolvarea unei probleme majore cu care s-a confruntat practica masurilor comunitare, respectiv absenta unui cadru teoretic-conceptual capabil sa ofere obiectivele penale si misiunea interventiei, criteriile de evaluare a performantelor aplicarii lor În anii 80, literatura consemna faptul ca în ciuda caracterului lor umanist, masurile comunitare reprezentau o "practica în cautarea unei teorii" (McDonald, 1986, p 2), precum si faptul ca pentru multe instante si servicii de probation sunt doar rutina si birocratie Justitia restitutiva este perspectiva care a acoperit ceea ce a fost considerat "un vacuum teoretic", devenind filosofia penala a sanctiunilor comunitare, si mai larg, a sistemelor penale aflate în cautarea unei palete mai largi, mai nuantate si mai eficiente a sanctiunilor penale 3 ) Rolul Dreptului International al Drepturilor Omului în reglementarea masurilor neprivative de libertate în legislatiile penale nationale Între dimensiunile si aspectele care unesc practica probatiunii în lume se numara, fara îndoiala, si existenta unor valori si standarde comune reglementate atât în sistemul universal cât si în cel regional al Drepturilor Omului Indiferent de particularitatile existente în legislatiile si practicile nationale ale probatiunii, respectarea principiilor, normelor si valorilor Drepturilor Omului este o obligatorie atât în relatiile cu infractorul, cât si cu victima si comunitatea În strânsa legatura cu alte criterii, prevederile legislatiei internationale a Drepturilor Omului furnizeaza standardele interventiei, evaluarii si eficacitatii activitatii consilierilor si serviciilor de probatiune Se poate aprecia ca sub impactul reglementarilor în materia Drepturilor Omului tratamentul comunitar al infractorilor în general, al celor minori în special, a devenit o practica cu raspândire planetara Alaturi de mutatiile intervenite în filosofia sistemelor penale, ele sunt la originea politicilor si masurilor legislative de de penalizare, a integrarii tuturor actorilor sociali - victima, infractor, comunitate- în solutionarea conflictului generat de savârsirea infractiunii, etc Ele au contribuit esential la realizarea unui control mai putin opresiv al infractionalitatii Impactul Drepturilor Omului asupra dezvoltarii legislatiei si practicii masurilor comunitare se poate dismina în câteva directii semnificative : Reglementarea normativ-juridica a sanctiunilor neprivative de libertate în diferite Conventii, Pacte, si Declaratii ale Drepturilor Omului adoptate în sistemul Natiunilor Unite si în sistemul european; Elaborarea unor principii ale justitiei penale întemeiate pe Drepturile Omului; Crearea unor mecanisme de monitorizare a implementarii si respectarii Drepturilor Omului; Realizarea cadrului juridic al cooperarii internationale în directia prevenirii si combaterii infractionalitatii; Dezvoltarea, sub egida Natiunilor Unite si a organismelor europene, a proiectelor regionale si globale de cercetare a infractionalitatii; a creerii infrastructurii (institute de cercetare care functioneaza sub directa îndrumare a Comisiei Natiunilor Unite pentru Prevenirea Infractionalitatii si Justitiei Penale sau a Consiliului Europei) necesare realizarii periodice a studiilor si cercetarilor în materie 3 1) Norme, valori si principii prezente în documentele internationale în materia Drepturilor Omului cu privire la sanctiunile neprivative de libertate 3 1 1 Reglementari normativ-juridice elaborate si adoptate în sistemul Natiunilor Unite Cadrul cel mai general care a condus la reglementarea sanctiunilor comunitare în sistemul Natiunilor Unite îl reprezinta Declaratia Universala a Drepturilor Omului, adoptata de Adunarea Generala a Natiunilor Unite la 10 decembrie, 1948 Atât prin intermediul principiilor statuate cât si prin lista drepturilor civile si politice reglementate, Declaratia este la originea miscarii de umanizare si de reconstructie a legislatiilor penale în acord cu valorile democratiei si demnitatii umane Declaratia mentioneaza pentru prima oara într-un document de drept international principiul legalitatii incriminarii, prezumtia de nevinovatie, aplicarea legii penale mai blânde, dreptul de a beneficia de un proces corect, instrumentat de o instanta competenta, obiectiva, etc DECLARATIA UNIVERSALA A DREPTURILOR OMULUI Art 8 Orice persoana are dreptul sa se adreseze instantelor de judecata competente împotriva actelor care violeaza drepturile care-i sunt recunoscute prin constitutie sau prin lege Art 9 Nimeni nu poate fi arestat, detinut sau exilat în mod arbitrar Art 11 Orice persoana acuzata de un delict este prezumata nevinovata pâna când vinovatia sa va fi dovedita în mod legal în cursul unui proces public în cadrul caruia I s-au asigurat toate garantiile necesare apararii sale Nimeni nu va fi condamnat pentru actiuni sau omisiuni care, în momentul în care au fost comise, nu constituiau o fapta penala potrivit dreptului national sau international De asemenea, nu se va aplica o pedeapsa mai aspra decât aceea care era aplicabila în momentul în care a fost comisa infractiunea Declaratia reglementeaza nu numai drepturile dar si obligatiile fata de comunitate, aceasta reprezentând în termenii art 29, alin1 "singurul cadru al dezvoltarii libere si depline a personalitatii individului " Lista drepturilor si principiilor reglementate în Declaratie a fost extinsa considerabil în cadrul celei de "a doua generatii" de Drepturi ale Omului reprezentata de Pactul International cu privire la Drepturile Civile si Politice si Pactul International cu privire la Drepturile Economice, Sociale si Culturale Pactul asupra Drepturilor Civile si Politice dezvolta si extinde sfera drepturilor civile si politice, introduce noi principii si garantii judiciare împotriva exercitiului abuziv al puterii publice Între acestea se numara : egalitatea indivizilor în fata oricarei instante precum si dreptul ca litigiul sa fie examinat echitabil si public de catre o instanta competenta, independenta si impartiala (art 14, alin 1); drepturile persoanelor care ispasesc o pedeapsa privativa de libertate (art 10); proceduri speciale pentru minorii care au comis infractiuni (art 14, alin 4); autoritatea de lucru judecat (art 14, alin 7); regimul penitenciar si tratamentul condamnatilor (art 10, alin 1); regimul penitenciar al infractorii minori ( art 10, alin 2, lit b si alin 3); dreptul de a nu fi supus torturii, unor pedepse sau tratamente crude, inumane sau degradante (art 7), etc PACTUL INTERNATIONAL CU PRIVIRE LA DREPTURILE CIVILE SI POLITICE Art 10 Orice persoana care ispaseste o pedeapsa privativa de libertate va fi tratata cu umanitate si cu respectarea demnitatii inerente persoanei umane a ) Persoanele aflate în regim de detentie preventiva, vor fi în afara unor împrejurari exceptionale, separate de cei condamnati si vor fi supuse unui tratament distinct, potrivit conditiei lor de persoane necondamnate Minorii si tinerii aflati în detentie preventiva vor fi separati de adulti iar organele în drept vor decide asupra situatiei lor în cel mai scurt timp … Regimul penitenciar va cuprinde un tratament al condamnatilor care vizeaza îndreptarea lor în scopul reintegrarii comunitare Condamnatii minori si tineri vor fi separati de adulti iar regimul la care sunt supusi trebuie sa fie potrivit vârstei si statutului lor legal Primul Protocol Facultativ la Pactul International cu privire la Drepturile Civile si Politice recunoaste competenta Comitetului pentru Drepturile Omului de a primi si examina comunicari provenite de la persoane fizice carora li s-au încalcat drepturile prevazute de Pact Cel de al doilea Protocol Facultativ al Pactului are de asemenea oimportanta speciala, deoarece se refera la abolirea pedepsei capitale Articolul 1 al protocolului precizeaza în acest sens ca "nici o persoana aflata sub jurisdictia unui stat parte la Prezentul protocol facultativ nu va fi executata " Un alt moment important în procesul elaborarii si reglementarii legislatiei internationale a tratamentului celor care ispasesc pedepse privative de libertate precum si al sanctiunilor comunitare l-a reprezentat Conventia împotriva Torturii si a Altor Pedepse ori Tratamente Crude, Inumane sau Degradante Articolul 4 din aceasta Conventie prevede expres obligativitatea statelor parti de a incrimina penal toate actele de tortura, inclusiv tentativa, si de a sanctiona aceste infractiuni cu o pedeapsa proportionala cu gravitatea faptelor La nivelul "generatiilor de drepturi ale omului" legislatia internationala în materie s-a dezvoltat pornind de la reglementari cu caracter general, (prima generatie de drepturi ale omului - Declaratia universala), la reglementari cu caracter special (în cadrul celei de a doua generatii de Drepturi ale Omului) Ele vizeaza protectia unui tip particular de drepturi (civile, politice, economice, cultural-educationale, la tratament egal si non-discriminare, etc) sau a unor grupuri speciale - vulnerabile, marginalizate - cum ar fi copii (aflati în diferite circumstante - în conflicte armate, în dificultate, delicventi minori, etc) femeile, minoritatile etnice, lingvistice, culturale, emigrantii Un pas important a fost realizat în cadrul "celei de a treia generatii de drepturi ale omului" caracterizata prin sublinierea universalitatii si indivizibilitatii Drepturilor Omului precum si a drepturilor colective Recent, se vorbeste de o a patra generatie, care promoveaza obligatiile fata de comunitate PRINCIPALELE DOCUMENTE ALE NATIUNILOR UNITE ÎN MATERIA DREPTURILOR OMULUI În cadrul acestui proces, reglementarea si protectia drepturilor copilului, aflat în diferite situatii a fost una dintre preocuparile constante, de prim ordin, ale Natiunilor Unite Reglementarea drepturilor copiilor a vizat acoperirea, pe cât posibil, a unui larg spectru de situatii, între care este si aceea a minorilor care au savârsit infractiuni si raspund penal 3 1 2 Tratamentul socio-juridic al copiilor care au comis infractiuni Principii, valori si norme elaborate în sistemul Natiunilor Unite Tratamentul socio-juridic al minorilor care au savârsit infractiuni a fost reglementat, în Sistemul Natiunilor Unite, prin Regulile si Standardele Minime ale Administrarii Justitiei Juvenile - Regulile de la Beijing- adoptate de Adunarea Generala prin rezolutia 40/33 din noiembrie 1985 Scopul si obiectivele urmarite de Natiunile Unite prin elaborarea si adoptarea acestor reguli au fost, asa cum mentioneaza Declaratia Consiliului Economic si Social din 24 mai 1989, "dezvoltarea, îmbunatatirea si reforma sistemului justitiei juvenile din lumea întreaga " Regulile de la Beijing au deschis un nou capitol în legislatia internationala a Drepturilor Omului Câteva argumente vin în sprijinul acestei afirmatii si anume : Odata cu elaborarea acestor standarde se contureaza un nou domeniu în cadrul legislatiei internationale a Drepturilor Omului - respectiv Drepturile Omului ale Copilului Aceasta recunoastere, nu face altceva decât sa sanctioneze în drept, rezultatele studiilor si cercetarilor psiho-sociologice, psiho-neuro-biologice, etc care au evidentiat caracterul ireductibil, distinct al copilariei în procesul dezvoltarii si maturizarii fiintei umane În consecinta, ea necesita o abordare socio-juridica diferentiata precum si reglementari distincte Regulile de la Beijing deschid calea unei noi întelegeri si precum si a unui nou tratament juridic al comportamentul infractional al copiilor si tinerilor El este integrat în contextul dezvoltarii, fiind considerat mai de graba un accident, care trebuie înteles si tratat pe fondul particularitatilor procesului de maturizare În consecinta, formele de interventie si remediile reglementate, au un caracter precumpanitor socio-educational si sunt administrate în comunitate Pornind de la aceste supozitii, Regulile de la Beijing au reprezentat începutul unui proces de reforma a justitiei penale în general, a celei pentru minori în special, care s-a materializat ulterior în elaborarea de catre Natiunile Unite a unui nou set de reguli care reglementeaza tratamentul comunitar, non-custodial al sanctiunilor penale precum si un ghid al prevenirii delicventei juvenile Regulile de la Beijing reprezinta prima tentativa de a reglementa un subsistem penal centrat pe particularitatile psihosociale ale minorului delicvent, pe nevoile sale de socializare si reinsertie comunitara Ele reglementeaza tratamentul juridic diferentiat al copiilor care au comis infractiuni, drepturile delicventului minor în toate fazele procesuale, precum si obligatiile profesionale/legale ale persoanelor implicate în administrarea sanctiunilor penale aplicate minorilor Documentul este structurat în sase parti Prima parte - Principii Generale- precizeaza scopul acestor Reguli si reglementeaza ansamblul principiilor, normelor si valorilor care fundamenteaza tratamentul penal al minorilor: vârsta responsabilitatii penale, drepturile infractorilor minori, protectia vietii private, etc Standardele minime prevad obligatia statelor (rg 2 3) de a reglementa în legislatia nationala un set de legi, reguli si prevederi speciale aplicabile delicventilor minori, precum si înfiintarea unor institutii si organisme specializate în administrarea justitiei pentru minori Rolul acestor institutii este : de a satisface nevoile delicventilor minori, respectându-le în acelasi timp, drepturile si de a satisface nevoile de securitate ale comunitatii Regulile recomanda statelor reglementarea vârstei raspunderii penale tinând cont de particularitatile maturizari emotionale, mentale si intelectuale ale minorilor De asemenea, apreciaza ca interpretarea si aplicarea principiului proportionalitatii trebuie sa se realizeze în spiritul circumstantelor personale ale minorului infractor si nu neaparat în conformitate cu urmarile si gravitatea faptei comise REGULILE DE LA BEIJING - PRINCIPII GENERALE … Statele membre se vor cauta, în conformitate cu interesele lor generale, sa asigure bunastarea copiilor si a familiilor lor Statele membre se vor stradui sa realizeze conditii care vor asigura dezvoltarea normala a copiilor în comunitate, în special în acele perioade ale vietii în care sunt predispusi la comportamente deviante, si vor sprijini procesul de maturizare personala precum si educatia lor, astfel încât sa-i fereasca pe cât posibil de infractiune si delicventa O atentie speciala va fi acordata masurilor pozitive, ceea ce implica mobilizarea tuturor resurselor disponibile, inclusiv familia, voluntarii si alte grupuri comunitare, scoala si alte institutii comunitare, în scopul promovarii bunastarii copiilor, în vederea reducerii necesitatii interventiei formale a legii si al instituirii unui tratament uman, echitabil al minorilor care sunt în conflict cu legea … Partea a doua si a treia a Regulilor de la Beijing (Cercetarea si urmarirea penale, Procesul si Hotarârea instantei) reglementeaza tratamentul juridic al minorului în toate fazele cercetarii, urmarii si procesului penal Ele precizeaza drepturile minorului în toate fazele procesuale, procedurile speciale aplicabile minorului pe toata durata investigatiilor si procesului, precum si tratamentul la locul de detentie Institutionalizarea este apreciata de Regulile de la Beijing ca o solutie de ultima instanta Regulile prevad pentru prima oara într-un document international lista drepturile procesuale ale infractorilor minori (Rg 7 1): prezumtia de nevinovatie, dreptul de a i se aduce la cunostinta faptele de care sete invinuit; dreptul la ne-auto-denuntare; dreptul de a fi asistat de un avocat; dreptul parintilor sau al altor ocrotitori legali de a fi prezenti la audierea minorului; dreptul de a-si sustine public, în contradictoriu cauza; dreptul de a face apel la o instanta superioara; dreptul la protectia vietii private (Rg 8 1); dreptul de a nu se publica nici o informatie care ar face posibila identificarea infractorului minor, etc Este reglementata obligativitatea anchetei sociale (Rg 16 1) în orice hotarâre a autoritatilor competente referitoare la minorul delicvent La nivelul Regulilor de la Beijing este înca vizibil conflictul dintre cele doua, filosofii penale concurente: cea traditionala, represiva si cea restitutiva care începea sa câstige teren, în special în domeniul tratamentului delicventei juvenile Principiile (Rg 17 1) care orienteaza pedepsele aplicabile minorilor reflecta tensiunea dintre valorile polare ale celor doua filosofii: reabilitare versus pedeapsa proportionala cu gravitatea faptei; asistenta versus represiune; protectia individului versus protectia comunitatii; etc Una dintre obligatiile prevazute de Regulile de la Beijing se refera la reglementarea unei game cât mai largi si flexibile de sanctiuni (Rg 18 1) astfel încât institutionalizarea sa fie doar o solutie de ultima instanta Între acestea sunt recomandate: hotarârile de supraveghere; probatiunea; munca în comunitate; compensatia si restituirea; amenzi penale; consilierea si terapia de grup; decizii de asistenta alternativa; decizii de internare în centre educationale, etc Regulile de la Beijing reglementeaza, de asemenea, standardele de pregatire profesionala ale celor care sunt implicati în solutionarea cauzelor cu minori Ele subliniaza necesitatea pregatirii profesionale continue în acest domeniu, prin cursuri speciale, astfel încât personalul implicat în cauzele cu delicventi minori sa-si mentina si îmbunatateasca permanent competenta în acest domeniu (Rg 22 1) "Pentru toate aceste persoane o este necesara o minima pregatire în drept, sociologie, psihologie, criminologie si stiintele comportamentului Aceasta pregatire este tot atât de importanta ca si specializarea organizationala precum si independenta autoritatilor competente în cauzele cu minori " Partea a patra, Tratamentul Non-Institutional, reglementeaza implementarea hotarârilor adoptate de autoritatea competenta Deciziile adoptate în cauzele cu minori tind sa influenteze, pe termen lung, viata celui în cauza într-o masura mult mai mare decât în situatia infractorilor majori Din acest motiv, implementarea hotarârilor se va realiza de catre organisme specializate, al caror personal are pregatirea profesionala necesara, prevazuta de Reguli (Rg 23 1) De asemenea, se prevede obligativitatea asigurarii asistentei nevoilor minorului, pe toata durata procedurilor, astfel încât acesta sa poata beneficia de locuinta, de continuarea scolii si a pregatirii profesionale, de un loc de munca, etc Aceste masuri sunt menite sa faciliteze procesul de reabilitare si reinsertie a minorului în comunitate (Rg 24 1) Regulile de la Beijing, prevad, în cea de a cincea parte, obiectivele, principiile si normele care trebuie sa guverneze tratamentul institutional al minorilor care au comis infractiuni (Tratamentul Institutional) Obiectivul fundamental (Rg 26 1) al asistentei si tratamentului institutional al minorilor care au comis infractiuni este de a favoriza reintegrarea lor comunitara prin "asumarea unor roluri productive si constructive pentru societate" În acest scop minorii institutionalizati vor fi integrati în programe de pregatire scolara si profesionala, de asistenta psihologica si medicala, corespunzatoare vârstei, sexului, personalitatii si nevoilor specifice dezvoltarii lor (Rg 26 2) Sub raportul organizarii locurilor de detentie, Regulile prevad obligativitatea separarii infractorilor minori de cei adulti (Rg 26 3) Regula 26 4 acorda atentie speciala minorelor care au comis infractiuni Efect al stereotipurilor si discriminarii, femeile si tinerele care ispasesc o pedeapsa privativa de libertate sunt tratate diferit, sunt neglijate, în comparatie cu baietii/barbatii infractori Rezolutia nr 9 a celui de al saselea Congres al Natiunilor Unite cu privire la Prevenirea Infractionalitatii si Tratamentul Infractorilor, recomanda statelor sa acorde tratament egal femeilor, în toate etapele cercetarii, urmaririi si procesului penal, precum si acordarea unei atentii speciale problemelor si nevoilor lor pe durata detinerii Actualmente, aceasta regula trebuie, de asemenea, interpretata în lumina dispozitiilor Conventiei Natiunilor Unite cu privire la Eliminarea tuturor Formelor de Discriminare împotriva Femeilor Regulile 28 1 si 28 2 recomanda reglementarea institutiei liberarii conditionate precum si asistarea si supravegherea minorilor în aceasta perioada de catre organisme specializate REGULILE DE LE BEIJING - LIBERAREA CONDITIONATA Regula 28 1 Liberarea conditionata dintr-o institutie va fi folosita de autoritatea competenta cât mai mult posibil, si va fi dispusa cât mai repede cu putinta Regula 28 2 Minorii liberati conditionat dintr-o institutie vor fi asistati si supravegheati de o autoritate competenta si vor primi întreg sprijinul comunitatii Sunt, de asemenea, încurajate alternativele semi-institutionale (Rg 29 1) cum ar fi centrele de zi, stabilimentele educationale (educational homes, half way houses, etc) Partea a sasea "Cercetare, Planificare, Elaborarea Politicilor si Evaluare" subliniaza necesitatea dezvoltarii cercetarii stiintifice ca baza a politicilor din domeniul justitiei penale pentru minori Regula 30 stabileste standarde de integrare a cercetarii în procesul elaborarii si aplicarii politicilor din domeniul administrarii justitiei juvenile În acest context este recomandata evaluarea constanta a nevoilor delicventilor minori, precum si a tendintelor si aspectelor noi care apar în domeniul infractionalitatii Cercetarea trebuie sa ia în considerare inclusiv motivatia si explicatiile pe care chiar infractorii minori le dau acestor acte Principiile normele si valorile prevazute de Regulile de la Bijing au fost reiterate si completate - în spiritul Conventiei Natiunilor Unite cu privire la Drepturile Copilului- printr-un noua reglementare "Regulile Natiunilor Unite pentru Protectia Minorilor care ispasesc o Pedeapsa Privativa de Libertate", adoptata de Adunarea Generala la 14 decembrie 1990 3 1 3) Reguli si standarde minime ale Natiunilor Unite cu privire la sanctiunile neprivative de libertate: Regulile de la Tokyo Consacrarea expresa a sanctiunilor si masurilor comunitare, în legislatia internationala a Drepturilor Omului, s-a realizat prin adoptarea de catre al VIII lea Congres al Natiunilor Unite cu privire la Prevenirea Infractionalitatii si Tratamentul Infractorilor, a Regulilor si Standardelor Minime pentru Masurile Neprivative de Libertate- numite, la recomandarea Comitetului pentru Prevenirea si Controlul Infractionalitatii, Regulile de la Tokyo Ele reprezinta cadrul normativ-juridic international al reglementarii: sanctiunilor si masurilor neprivative de libertate al implementarii si administrarii masurilor comunitare al standardelor de pregatire a personalului abilitat sa lucreze în acest domeniu al politicilor de implementare a acestor sanctiuni al cooperarii internationale în materia prevenirii înfractionalitatii si a tratamentului infractorilor Regulile de la Tokyo, reprezinta nu numai o noua reglementare internationala ci consacra mutatiile majore intervenite la nivelul filosofiei penale si criminologiei Ele transpun sub forma normativitatii juridice de Drept International al Drepturilor Omului principiile si valorile paradigmei justitiei restitutive Aceasta corespondenta - între filosofia penala restitutiva si reglementarea de Drept international al Drepturilor Omului - se evidentiaza cu precadere la nivelul obiectivelor si scopurilor urmarite prin elaborarea regulilor : de a pune la dispozitie un set de principii fundamentale în scopul promovarii sanctiunilor neprivative de libertate precum si un minimum de garantii asigurate persoanelor care ispasesc o sanctiune neprivativa de libertate; (rg 1 1) de a promova o implicare mai activa a comunitatii în managementul justitiei penale, în special în tratamentul infractorilor, precum si de a dezvolta la infractori un sentiment de raspundere fata de societate (rg 1 2) în procesul implementarii regulilor, Statele Membre se vor stradui sa asigure un echilibru între drepturile infractorilor, drepturile victimelor si grija societatii pentru securitatea publica si prevenirea infractionalitatii (rg 1 4) statele membre vor reglementa si implementa masurile neprivative de libertate în sistemul legislatiei nationale în scopul reducerii încarcerarii, al rationalizarii politicilor justitiei penale, luând în considerare respectarea Drepturilor Omului, cerintele dreptatii sociale precum si nevoile de reabilitare ale infractorului (rg 1 5) în scopul realizarii unei flexibilitati sporite, proportionale cu gravitatea si natura infractiunii, cu antecedentele infractorului si protectia societatii, precum si în acela al evitarii utilizarii încarcerarii ori de câte ori nu este nevoie, sistemul justitiei penale va reglementa o paleta larga de masuri neprivative de libertate, atât în etapele pre-procesuale cât si în cele procesuale si post-procesuale (Rg 2 3) Implementarea Regulilor de la Tokyo în legislatiile nationale a condus la generalizarea masurilor si sanctiunilor comunitare neprivative de libertate în majoritatea legislatiilor penale De asemenea, ele constituie premisa armonizarii legislatiilor nationale penale în materia sanctiunilor neprivative de libertate (prevazuta de regula 23 2) Regulile de la Tokyo sunt structurate în opt sectiuni Reflectând o noua filosofie penala structurata în jurul valorilor justitiei restitutive Regulile de la Tokyo reglementeaza un set de drepturi, valori, norme si proceduri care vizeaza mentinerea persoanei în stare de libertate, ori de câte ori este posibil, în toate fazele cercetarii, urmaririi si procesului penal, respectarea demnitatii sale (Sectiunea I a Principii Generale) REGULI SI STANDARDE MINIME ALE NATIUNILOR UNITE CU PRIVIRE LA MASURILE NEPRIVATIVE DE LIBERTATE - REGULILE DE LA TOKYO 3 1 Introducerea, definirea si aplicarea sanctiunilor neprivative de libertate va fi prescrisa de lege … 3 4 Masurile neprivative de libertate, care impun infractorului anumite obligatii, aplicate înainte sau în locul procesului, necesita consimtamântul persoanei 3 5 Hotarârea care pronunta o masura neprivativa de libertate trebuie sa beneficieze de posibilitatea de a fi revizuita de o alta instanta sau autoritate competenta, la cererea infractorului 3 6 Infractorul trebuie sa beneficieze de dreptul de a adresa cereri sau plângeri unei instante sau altei autoritati competente, independente referitoare la respectarea drepturilor sale pe toata durata implementarii masurilor neprivative de libertate … 3 9 Demnitatea infractorului care ispaseste o masura neprivativa de libertate va fi respectata 3 10 În cursul implementarii masurilor neprivative de libertate drepturile infractorului nu vor fi restrânse decât în limitele care au fost stabilite de autoritatea competenta care a luat decizia initiala Regulile recomanda, ca ori de câte ori este posibil, politia, procuratura sau alte agentii care se ocupa de cazurile penale sa poata, pe baza legii, (Sectiunea a II a, Faza pre-procesuala) sa dezvinovateasca infractorul, daca aceasta decizie vine în sprijinul protectiei societatii, prevenirea infractiunilor si promovarea respectului pentru drepturile victimei (Rg 5 1) Integrarea acestor noi valori si principii presupune modificari esentiale la nivelul legislatiilor penale nationale, reglementarea unor noi institutii care sa permita derularea tuturor etapelor procesual penale cu respectarea drepturilor actorilor implicati în comiterea unei infractiuni: victima, comunitate, infractor În acest scop autoritatile nationale competente vor avea la dispozitie un spectru larg de masuri neprivative de libertate ( Sectiunea a treia: Procesul si Condamnarea) În decizia pe care o adopta instanta trebuie sa ia în consideratie nevoile de reabilitare ale infractorului, protectia societatii precum si interesele victimei REGULI SI STANDARDE MINIME ALE NATIUNILOR UNITE CU PRIVIRE LA MASURILE NEPRIVATIVE DE LIBERTATE -REGULILE DE LA TOKYO 8 1 Având la dispozitie un spectru larg de masuri neprivative de libertate, autoritatile judiciare, vor lua în consideratie, în deciziile pe care le vor adopta, nevoile de reabilitare ale infractorului, protectia societatii si interesele victimei, care va fi consultata ori de câte ori este necesar 8 2 Autoritatile care hotarasc pot decide asupra uneia dintre urmatoarele masuri: Sanctionarea verbala cum ar fi : admonestarea, mustrarea, avertismentul; Renuntarea conditionata la învinuire; Sanctiuni economice si amenzi; Confiscare sau decizie de expropriere; Restituirea; Suspendarea sau amânarea pronuntarii hotarârii; Probatiunea si supravegherea judiciara; Munca în serviciul comunitatii; Arest la domiciliu; Orice alt tratament non-institutional; Combinarea masurilor de mai sus Observam mai sus ca una dintre formele de manifestare a pluralismului juridic este efectul apropierii dreptului de viata indivizilor, grupurilor si comunitatilor Regulile de la Tokyo sunt ilustrative pentru acest proces Reglementarile nu mai au un caracter general, abstract ci fac referire expresa la nevoile personale, la circumstantele socializarii Capitolul V, referitor la implementarea masurilor neprivative de libertate, prevede obiective, proceduri, strategii de interventie centrate pe nevoile infractorului, pe rezolvarea problemelor care au condus la comportamentul infractional Ele îsi pun amprenta asupra strategiilor si planului de interventie ale consilierului de probatiune, care vor fi strict centrate pe caz Durata masurilor, conditiile pe care trebuie sa le îndeplineasca infractorul sunt de asemenea adaptate la comportamentul sau, la eforturile de reintegrare Scopul supravegherii infractorului în comunitate (Rg 10 1) este reducerea riscului de recidiva precum si de a sprijini reintegrarea sa în modalitati care previn reîntoarcerea sa la comportamentul antisocial În aceasta directie, regula 10 3 prevede adaptarea supravegherii si a tratamentului la fiecare caz în parte, precum si revizuirea periodica a acestora în functie de progresele înregistrate de infractor Raspunsul favorabil la aceste masuri poate sa conduca la scurtarea duratei de supraveghere Regula 11 2 reglementeaza posibilitatea reducerii termenului de aplicare a masurii de supraveghre daca infractorul raspunde favorabil la ea Centrarea supravegherii si adaptarea planului de reintegrare la nevoile infractorului sunt reglementate distinct de Regulile 13 1- 13 6 REGULI SI STANDARDE MINIME ALE NATIUNILOR UNITE CU PRIVIRE LA MASURILE NEPRIVATIVE DE LIBERTATE - REGULILE DE LA TOKYO 13 1 În cadrul unei anumite masuri de supraveghere, se vor elabora si dezvolta scheme variate, menite sa satisfaca efectiv nevoile infractorului, cum ar fi terapia centrata pe subiect, terapia de grup, programe rezidentiale, precum si tratamentul specializat al diferitor categorii de infractori … 13 3 Ori de câte ori se constata necesitatea administrarii unui tratament, vor fi facute eforturi de a întelege antecedentele infractorului, personalitatea, aptitudinile, inteligenta, valorile sale si în special circumstantele care l-au condus la comiterea infractiunii Standardele si regulile minime ale Natiunilor Unite cu privire la masurile neprivative de libertate acorda o atentie speciala pregatirii personalului care lucreaza în domeniul administrarii sanctiunilor comunitare (Sectiunea a VI-a: Personalul) Aceasta pregatire este în viziunea legiuitorului international multiplu dimensionata: de natura morala, juridica si psiho-sociologica Pregatirea în acest domeniu trebuie sa contribuie la: clarificarea responsabilitatii personalului în ce priveste reabilitarea infractorilor (Rg 16 1) cunoasterea drepturilor infractorului, precum si cele ale comunitatii (Rg 16 2) informatii despre natura masurilor neprivative de libertate, scopul supravegherii, despre varietatea mijloace de aplicare a acestor masuri (Rg 16 2) pregatirea, cunostintele si capacitatea personalului se vor îmbunatati pe baza organizarii unor cursuri specializate (Rg 16 3) Corespunzator filosofiei penale restitutive pe care se întemeiaza, Regulile de la Tokyo reglementeaza participarea comunitatii si cooperarea cu organismele guvernamentale si non-guvernamentale, cu voluntarii în procesul implementarii si administrarii masurilor neprivative de libertate(Sectiunea a VII a: Voluntarii si alte Resurse Comunitare) REGULI SI STANDARDE MINIME ALE NATIUNILOR UNITE CU PRIVIRE LA MASURILE NEPRIVATIVE DE LIBERTATE- REGULILE DE LA TOKYO 17 1 Participarea publica va fi încurajata deoarece ea reprezinta o resursa majora si unul dintre cei mai importanti factori în îmbunatatirea legaturilor dintre infractori, familie si comunitate Ea va fi complementara eforturilor de administrare a justitiei penale 17 2 Participarea publica va fi privita ca o posibilitate deschisa membrilor comunitatii de a contribui la protectia societatii lor … 18 1 Agentiile guvernamentale, sectorul privat si opinia publica vor fi încurajate sa sprijine organizatiile nonguvernamentale care promoveaza masurile neprivative de libertate … 18 3 Mijloacele de comunicare în masa vor fi folosite în scopul creerii unei atitudini publice constructive menite sa conduca la o aplicare mai larga a masurilor neprivative de libertate si la integrarea sociala a infractorilor Sectiunea finala a Regulilor de la Tokyo (Sectiunea a VIII a, Cercetare, Planificare, Elaborarea Politicilor si Evaluarea) reglementeaza cercetarea, planificarea, elaborarea si evaluarea programelor si politicilor sociale de promovare a masurilor neprivative de libertate Programele si politicile sociale referitoare la masurile neprivative de libertate fac parte integranta din sistemul justitiei penale nationale (Rg 21 1) În aceasta calitate ele vor fi revizuite si îmbunatatite periodic pentru a determina o implementare si administrare mai eficiente a masurilor neprivatve de libertate Este reiterata importanta speciala pe care o are promovarea cooperarii stiintifice internationale în domeniul sanctiunilor neprivative de liberatate Subliniam mai sus ca Regulile de la Tokyo au contribuit decisiv la mutatiile majore care au avut loc în legislatiile si sistemele penale nationale, în ultimul deceniu Implementarea lor în legislatiile interne s-a facut în cadrul procesului mai larg de armonizare cu valorile si standardele reglementate de Dreptul International al Drepturile Omului În ce priveste România, promovarea si implementarea masurilor neprivative de libertate s-a realizat (si se realizeaza) prin efortul concurent al societatii civile si organismelor guvernamentale, prin sprijinul si asistenta financiara si tehnico-stiintifica internationale În România serviciile de probatiune au functionat initial ca initiativa privata sub forma fundatiilor si asociatiilor Activitatea lor a fost însa de la început coordonata de un departament de specialitate din cadrul Ministerului Justitiei si a beneficiat de consultanta stiintifica, de asistenta tehnica si financiara din partea expertilor Fondului Know-How al Guvernului Regatului Unit al Marii Britanii si al Irlandei de Nord La începutul anului 2000 existau 11 astfel de organizatii non-guvernamentale în România Organizarea si functionarea Serviciilor de supraveghere si reintegrare sociala a persoanelor care au comis infractiuni, în România, a fost reglementata prin OG nr 92, publicata în Monitorul oficial nr 423 din 1 septembrie 2000 Întreg ansamblul dispozitiilor normative cuprinse în OG 92/2000, precum si în normele metodologice de aplicare, referitoare la practica si obligatiile profesionale ale consilierului de probatiune reflecta atât spiritul cât si litera Regulilor de la Tokyo Aceste aspecte vor fi dezvoltate într-un curs special referitor la practica profesiei de consilier de probatiune în România 3 1 4 Ghidul Natiunilor Unite cu privire la prevenirea delicventei juvenile (Ghidul de la Riyadh) Ghidul Natiunilor Unite cu privire la Prevenirea Delicventei Juvenile (Ghidul de la Riyadh) a fost adoptat de Adunarea Generala prin rezolutia 45/112 din 14 decembrie 1990 El reflecta, de asemenea, procesul reconstructiei sistemelor penale în spiritul valorilor justitiei restitutive, al parteneriatului actorilor sociali implicati în dezvoltarea si re-socializarea copilului care a comis infractiuni Ghidul de la Riyadh cuprinde VII sectiuni În spiritul universalitatii si indivizibilitatii Drepturilor Omului, Ghidul subliniaza (Partea a II-a: Scopul Ghidului) necesitatea interpretarii si aplicarii dispozitiilor sale în cadrul mai larg al drepturilor reglementate de documentele fundamentale în materie - Declaratia Universala, Pactul International cu privire la Drepturile Civile si Politice, Pactul International cu privire la Drepturile Economice Sociale si Culturale, Declaratia si Conventia cu privire la Drepturile Copilului, Regulile si Standardele Minime al Natiunilor Unite cu privire la Administrarea Justitiei Juvenile (Regulile de la Beijing), etc Prevenirea delicventei juvenile este parte integranta a procesului mai larg de prevenire a infractionalitatii în societate Ea presupune un ansamblu de principii care conditioneaza eficienta prevenirii delicventei juvenile, prevazute în sectiunea a-I-a a Ghidului (Principii Fundamentale) Între acestea Ghidul de la Riyadh reglementeaza: Interpretarea normelor se va realiza dintr-o perspectiva centrata pe copil si nevoile sale Copii si tinerii vor avea un rol activ si vor fi considerati parteneri si nu obiect al socializarii sau controlului (Principii generale, para 3) Implementarea Ghidului se va face în consens cu principiul asigurarii bunastarii copilului (Principii generale, para 4) Politicile de prevenire a delicventei juvenile vor realiza progresiv depenalizarea si dezincriminarea acelor comportamente ale copilului care nu prejudiciaza dezvoltarea sa si nici nu produc daune altora (Principii generale, para 5) Politicile recomandate de Ghidul de la Riyadh în domeniul prevenirii delicventei juvenile reflecta mutatiile intervenite în filosofia sistemelor penale si în criminologie în ultimii 10 -15 ani Comportamentul minorului care nu observa normele si valorile sociale, apreciaza legiuitorul international, trebuie tratat în contextul proceselor de crestere si maturizare El tinde sa dispara în mod spontan, la cei mai multi indivizi, odata cu tranzitia la vârsta adulta Etichetarea acestor comportamente ale copilului drept "devianta", "delicventa" sau "pre-delicventa" are un efect negativ, contribuind, dese ori, la întarirea lor Ghidul acorda o atentie speciala socializarii copilului, rolului pe care îl au, în cadrul acestui proces, familia, educatia, comunitatea si mijloacele de comunicare în masa în directia prevenirii delicventei ( Sectiunea a IV a Procesele de Socializare) GHIDUL NATIUNILOR UNITE PENTRU PREVENIREA DELICVENTEI JUVENILE - GHIDUL DE LA RIYADH 12 Deoarece familiei îi revine responsabilitatea primordiala în procesul socializarii copiilor, eforturile sociale si guvernamentale se vor orienta spre mentinerea integritatii familiei, inclusiv a familiei extinse Societatea are obligatia de a de a sprijini familia în asigurarea ocrotirii, a bunastarii fizice si mentale a copiilor … 14 Ori de câte ori mediul familial stabil nu poate fi asigurat iar eforturile comunitatii de a asista parintii nu da rezultate, iar familia largita nu poate îndeplini acest rol, vor fi adoptate masuri alternative de plasament sau adoptie …… 20 Guvernele au obligatia de a garanta accesul la educatia publica tuturor copiilor 21 Sistemele de educatie, în strânsa legatura cu activitatea de pregatire academica si profesionala, vor acorda o atentie speciala urmatoarelor aspecte: …… b) Promovarea si dezvoltarea personalitatii, a talentelor si capacitatilor mentale si fizice ale copiilor; … Încurajarea copiilor sa înteleaga si sa respecte diversitatea opiniilor, a culturilor precum si a altor diferente Realizarea activitatii didactice într-un climat emotional pozitiv si interzicerea abuzului psihologic asupra copilului Interzicerea masurilor disciplinare degradante, în special a pedepsei corporale … 40 Mijloacele de comunicare în masa vor fi încurajate sa asigure accesul la informatie al copiilor si tinerilor dintr-o diversitate de surse interne si externe 41 Mass-media va fi încurajata sa disemineze informatie cu privire la contributia pozitiva a copiilor si tinerilor în societate Sectiunea a Va - Politici sociale- prevede necesitatea promovarii unor programe de prevenire a delicventei juvenile întemeiate pe cercetarea stiintifica si identificarea factorilor de risc, astfel încât institutionalizarea sa fie într-adevar o solutie de ultima instanta Studiile si cercetarile în domeniul infractionalitatii copiilor si tinerilor au evidentiat ca principalii factori care conduc la comportamentul infractional sunt legati de disfunctiile care intervin în relatiile dintre copil si institutiile implicate în procesul de socializare-dezvoltare - familie, scoala, comunitate, etc Principalii factori, care diferentiaza infractorii minori de ceilalti copii, identificati într-un studiu realizat de Graham si Bowling sunt : supraveghere redusa din partea parintilor; absenteism si abandon scolar; grup de prieteni care au probleme cu politia; atasament familial redus Un procent de 80% dintre adolescentii (baieti) cu aceste probleme sunt si infractori Familia, scoala si grupul de prieteni - conchid Graham si Bowling - sunt principalii factori care influenteaza începutul carierei infractionale Între acestia, relatiile de familie au o influenta decisiva Prevenirea eficienta a delicventei juvenile presupune, dupa cei doi autori, promovarea unor politici sociale care mentin sub control factorii de risc Sprijinirea familiilor cu probleme prin diferite programe de asistenta, îmbunatatirea supravegherii copiilor de catre parinti, întarirea rolului scolii (prevenirea si combaterea absenteismului si a abandonului), dezvoltarea parteneriatului scoala-familie, programe de pregatire a adolescentilor pentru o viata independenta - sunt masuri care contribuie la reducerea factorilor de risc în debutul sau continuarea carierei infractionale a copiilor si tinerilor În sectiunea a VI a, Legislatia si Administrarea Justitiei pentru Minori, se prevede obligatia statelor de a elabora acte normative si proceduri speciale (52) menite sa protejeze drepturile si bunastarea copiilor Legislatia în aceasta materie va trebui sa previna victimizarea, abuzul, si folosirea copiilor în activitati infractionale Sectiunea a VII, reitereaza rolul cooperarii internationale în promovarea unor studii si cercetari interdisciplinare, în schimbul de informatii si asistenta tehnico-financiara în domeniul prevenirii delicventei juvenile 3 2 Reglementarea sanctiunilor neprivative de libertate în sistemul european al drepturilor omului În sistemul European de protectie a Drepturilor Omului, ideea de a integra comunitatea si în special victima în cadrul justitiei penale apartine, asa cum observam mai sus, Consiliului Europei Consiliile de reabilitare înfiintate în 1979, au reprezentat o prima tentativa de institutionalizare a tratamentului comunitar al persoanelor care au comis infractiuni Elaborarea unui document european special, în materia drepturilor omului, care reglementeaza sanctiunile neprivative de libertate, s-a realizat, de asemenea, sub egida Consiliului Europei La 19 octombrie 1992, Consiliul Europei- adopta Recomandarea Nr (92)16 referitoare la "Regulile Europene cu privire la Sanctiunile si Masurile Comunitare " Valorile, principiile si normele care fundamenteaza aceste Reguli se întemeiaza pe unul dintre cele mai importante si eficace documente regionale în materia Drepturilor Omului, respectiv pe Conventia Europeana a Drepturilor si Libertatilor Fundamentale ale Omului semnata, sub auspiciile Consiliului Europei, la 4 noiembrie 1950 la Roma Ea prezinta o semnificatie speciala pentru dreptul international al drepturilor omului din mai multe motive: a fost primul tratat din lume în materie; el a înfiintat prima procedura si curte internationale unde se pot adresa plângeri în domeniul drepturilor omului; este cel mai dezvoltat si eficient dintre toate sistemele de drepturi ale omului; jurisprudenta dezvoltata este cea mai extinsa în comparatie cu orice alt sistem international Elaborarea "Regulile Europene cu privire la Sanctiunile si Masurile Comunitare" a avut trei scopuri principale : sa stabileasca un set de standarde care sa dea posibilitatea legislatiilor nationale sa reglementeze si sa aplice eficient sanctiunile comunitare, neprivative de libertate sa realizeze un sistem de garantii împotriva încalcarii drepturilor omului ale infractorilor supusi unor asemenea sanctiuni; sa creeze un ansamblu de reguli necesare celor care sunt raspunzatori de implementarea si administrarea acestor masuri Ele au fost considerate o completare la Regulile Europene referitoare la regimul de Detentie în Închisori (European Prison Rules) adoptate în 1987 Regulile europene în materia masurilor comunitare se întemeiaza, de asemenea, pe valorile si principiile justitiei restitutive Optiunea pentru termenul de "masuri si sanctiuni comunitare" a fost considerata mai transparenta la semnificatii în comparatie cu aceea de "masuri alternative", sau "masuri neprivative de libertate" si mult mai sugestiva cu privire la natura lor, diferita opusa, fata de sanctiunilor privative de libertate Prin elaborarea lor - sublinia W Rau - Consiliul Europei a intentionat sa contribuie la reconstructia sistemelor penale ale tarilor membre, sa promoveze un echilibru între drepturile societatii, victimei si infractorului Obiectivele si scopurile urmarite de Consiliului Europei prin elaborarea regulilor sunt exprimate în Recomandarea Nr (92)17 adoptata în aceeasi zi Aceasta recomandare precizeaza ca sanctiunile privative de libertate vor fi considerate ca masuri de ultima instanta si numai în acele cazuri în care orice alta pedeapsa este în mod evident neadecvata (para B 5a) În scopul promovarii sanctiunilor si masurilor comunitare instanta va pronunta o sanctiune sau masura comunitara în locul pedepsei privative de libertate pentru anumite infractiuni (para B 5c) Recomandarea precizeaza ca sanctiunile neprivative de libertate trebuie întelese ca adevarate pedepse, nu numai de catre legea penala dar si de catre opinia publica care ar trebui sa sprijine si sa participe la implementarea lor (para B 6) În conceptia legiuitorului european aceste masuri acopera o sfera larga de sanctiuni penale aplicabile adultilor care au comis infractiuni Dincolo de marea lor varietate masurile si sanctiunile comunitare au în comun trei elemente : mentin infractorul în comunitate; impun anumite restrângeri ale libertatii (prin conditii si obligatii pe care trebuie sa le îndeplineasca infractorul); ele sunt implementate si administrate de agentii specializate Regulile europene contin un preambul si trei parti împartite în 11 capitole Ele sunt însotite de o anexa care cuprinde definitia principalelor concepte folosite de legiuitorul european Prima parte (Principii generale) contine principii generale referitoare la reglementarea si aplicarea masurilor si sanctiunilor comunitare Cele patru capitole care fac parte din aceasta prima sectiune definesc principiile fundamentale de drept care au stat la baza elaborarii Regulilor : principiul legalitatii incriminarii, garantiile judiciare, respectul pentru drepturile fundamentale ale infractorului si familiei sale, cooperarea si consimtamântul infractorului, etc Aceste principii reflecta valorile protejate de Conventia Europeana a Drepturilor si Libertatilor Fundamentale ale Omului, cu referire speciala la art 6 (Dreptul la un proces echitabil) REGULILE EUROPENE CU PRIVIRE LA SANCTIUNILE SI MASURILE COMUNITARE Regula 3 : Definirea, adoptarea si aplicarea sanctiunilor si masurilor comunitare trebuie stabilite prin lege Regula 7 : Organele care raspund de executarea sanctiunilor si masurilor comunitare trebuie prevazite prin lege Obligatiile organelor de executare trebuie, de asemenea, stabilite de lege Regula 12 : Hotarârea de impunere sau de revocare a unei sanctiuni comunitare sau a unei masuri premergatoare procesului trebuie luata de instanta judecatoreasca Regula 22 : Natura sanctiunilor si masurilor comunitare, modul lor de executare trebuie sa fie în conformitate cu sistemul drepturilor omului garantate infractorului pe plan international Partea a doua se ocupa de resursele umane si materiale Eficienta si credibilitatea acestui tip de sanctiuni si masuri depinde de profesionalismul celor implicati în administrarea lor, de asigurarea resurselor materiale si financiare necesare reintegrarii si supravegherii infractorilor Personalul trebuie sa fie suficient de numeros, sa aiba aptitudini si pregatirea profesionala necesare posturilor ocupate (rg 38) Eficacitatea acestor masuri depinde si de un al treilea tip de resurse, respectiv de participarea comunitatii Rolul comunitatii este de a-i ajuta pe infractori sa-si dezvolte legaturi constructive în cadrul acesteia, sa devina constienti de interesul pe care comunitatea îl manifesta fata de ei (regula 46) Partea a treia a regulilor reglementeaza managementul implementarii si administrarii sanctiunilor si masurilor comunitare Ele stabilesc, de asemenea, o serie de garantii si proceduri menite sa asigure respectarea drepturilor infractorului pe toata durata executarii sanctiunii sau masurii comunitare Între acestea, Regulile prevad: dreptul de a fi informat cu privire la drepturile pe le are, dreptul de a fi asistat pentru ca aceste drepturi sa fie respectate, dreptul de a adresa verbal sau scris plângeri, instantei care a pronuntat hotarârea sa organului de executare, etc Regulile fac, de asemenea, referire la metodele si strategiile de interventie (cap IX), la implicatiile si consecintele încalcarii obligatiilor prevazute de instanta (cap X) O atentie speciala este acordata rolului cercetarii stiintifice în procesul promovarii si evaluarii eficientei sanctiunilor si masurilor comunitare (cap XI) REGULILE EUROPENE CU PRIVIRE LA SANCTIUNILE SI MASURILE COMUNITARE Regula 71 : Metodele de executare trebuie sa fie adaptate la fiecare caz în parte Organele si personalul care raspund de administrarea sanctiunilor si masurilor comunitare trebuie sa aiba libertatea de realiza o interventie individualizata, fara ca prin aceasta sa genereze un tratament discriminatoriu Regula 72 : În cazul identificarii unor nevoi individuale ce conditioneaza eficienta executarii sanctiunii sau masurii stabilite, se va acorda asistenta materiala, sociala necesare Regulile au fost elaborate de "vechiul" Consiliu al Europei, ai carui membrii, înainte de 1989, erau în exclusivitate tari din Europa occidentala În 1989 erau 23 de membrii La ora actuala Consiliul Europei are 55 de membri Între acestia sunt si tari ex- comuniste "În ce priveste membrii vechi - observa W Rau - n-a fost nevoie sa fie depuse eforturi speciale pentru a-i convinge de utilitatea sanctiunilor si masurilor comunitar Sistemele lor penale prevedeau deja o paleta larga de alternative neprivative de libertate în momentul în care au fost adoptate regulile Din acest motiv ele s-au ocupat în special de reglementarea unor garantii juridice ale infractorilor Situatia noilor membrii este diferita Cei mai multi nu au înca un sistem coerent de sanctiuni si masuri comunitare Reglementarea acestora întâmpina dificultati de acceptare din partea personalului oficial din domeniul justitiei si din partea publicului Ei se confrunta, de asemenea, cu lipsa de resurse umane si materiale si a infrastructurii necesare implementarii sanctiunilor si masurilor comunitare " În România progresele legislative în materia reglementarii sanctiunilor si masurilor comunitare sunt timide, desi este membra a Consiliului Europei din 1993 Aplicarea lor - în limitele înguste ale legislatiei existente - s-a realizat ca efect al actiunii societatii civile, sprijinita si coordonata de un Departament de specialitate, recent înfiintat, din cadrul Ministerului Justitiei si cu asistenta - materiala, financiara si stiintifica - decisiva a Know How Fund de la Ambasada Regatului Marii Britanii si Irlandei de Nord la Bucuresti Specialistii din Marea Britanie au fost o prezenta constanta, contribuind la formarea profesionala si manageriala a celor care îsi desfasoara activitatea în domeniul probatiunii Rolul asistentei tehnice si al cooperararii inter-jurisdictionale internationale în promovarea si împlementarea probatiunii Cooperarea interjurisdictionala si asistenta tehnica a reprezentat o sursa esentiala a armonizarii legislatiilor penale nationale, a promovarii unor politici comune în domeniul controlului si prevenirii infractionalitatii, al promovarii sanctiunilor si masurilor neprivative de libertate Probatiunea a fost considerata de Natiunile Unite una dintre problemele prioritare care necesita schimbul international de idei si experiente Forma probatiunii, ca institutie juridica, trebuie astfel reglementata - preciza un document ONU din 1954 - încât sa se integreze în cadrul legislativ national Dar interventia si reintegrarea presupun o relatie personala, fiind astfel o problema general umana care nu cunoaste frontiere si care a fost de multa vreme subiect al cooperarii umane Organizatia Natiunilor Unite a avut un rol esential în promovarea cooperarii internationale în domeniul prevenirii si controlul infractionalitatii precum si al sanctiunilor neprivative de libertate În aceasta directie, un rol important l-a avut institutionalizarea Congresului cu privire la Prevenirea Infractionalitatii si Tratamentul Infractorilor (tinut odata la cinci ani) precum si adoptarea, la întâlnirea ministeriala de la Versailles din 1991, a Declaratia asupra Principiilor si Programului de Actiune al Natiunilor Unite în domeniul Prevenirii Infractionalitatii si al Justitiei Penale De asemenea, prin rezolutia Adunarii Generale Nr 46/152 s-a înfiintat Comisia pentru Prevenirea Infractionalitatii si Justitie Penala Ea functioneaza din 1992 Cooperarea internationala în domeniul prevenirii infractionalitatii, justitiei penale si implemetarii sanctiunilor neprivative de libertate include o varietate de activitati, între care: asistenta în domeniul reformei legislatiei existente, dezvoltarea structurilor organizationale care sprijina si orienteaza administrarea legii penale, dezvoltarea agentiilor de administrare a sanctiunilor neprivative de libertate, seminarii, programe de pregatire, programe de cercetare, etc Al VIII-lea Congres al Natiunilor Unite cu privire la prevenirea Infractionalitatii si Tratamentul Infractorilor (1990) a adoptat Regulile si Standardele Minime ale Natiunilor Unite pentru Sanctiunile Neprivative de libertate (Regulile de la Tokyo) precum si Rezolutia asupra Principiilor si Directiilor de Cercetare a Sanctiunilor Neprivative de Libertate PRINCIPII SI DIRECTII PENTRU ORIENTAREA POLITICILOR DE CERCETARE A SANCTIUNILOR NEPRIVATIVE DE LIBERTATE Rolul cercetarii în elaborarea politicilor si în practica pronuntarii sanctiunilor neprivative de libertate Culegerea datelor si schimbul permanent de informatii, împreuna cu rezultatele cercetarii si analiza politicilor vor fi încurajate în scopul realizarii evaluarii si al promovarii sanctiunilor neprivative de libertate Pentru ca cercetarea în domeniul sanctiunilor neprivative de libertate sa beneficieze de relevanta politica imediata, ea se va concentra spre acele domenii si probleme care reprezinta obstacole în calea realizarii potentialului acestor masuri, se va orienta catre problemele cu care se confrunta cei care iau decizii si administreaza aceste sanctiuni Adoptarea si implementarea sanctiunilor neprivative de libertate Cercetarea referitoare la locul cel mai potrivit al sanctiunilor neprivative de libertate în cadrul spectrului mai larg al tratamentului celor care au comis infractiuni, incluzând încarcerarea si variate tipuri de sanctiuni neprivative de libertate, furnizeaza baza pentru decizia în cunostinta de cauza si pentru implementarea sanctiunilor neprivative de libertate Cercetarea va cauta sa determine adecvarea diferitor sanctiuni neprivative de libertate din perspectiva politicii penale, a cerintelor socio-economice, politice, juridice si organizationale, precum si a particularitatilor contextului socio-cultural în care se implementeaza … Cel de al X-lea Congres al Natiunilor Unite în domeniul Prevenirii Infractionalitatii si al Tratamentului Infractorilor (Viena, aprilie, 2000) a reiterat necesitatea promovarii alternativelor la încarcerare, a dezvoltarii programelor, politicilor si procedurilor justitiei restitutive cu respectarea deplina a drepturilor, nevoilor si intereselor victimei, infractorului si comunitatii În sistemul european, un rol esential în realizarea cooperarii în materia prevenirii si controlului infractionalitatii revine Consiliului Europei precum si Conferintei Europene Permanente asupra Probatiunii Conferinta Europeana asupra Probatiunii a fost înfiintata în 1981 Astazi la nivelul ei sunt reprezentate 20 de tari europene, prin intermediul unor organizatii private, departamente guvernamentale si persoane Conferinta Europeana asupra Probatiunii are statut de observator la Consiliul Europei Principalul sau scop este de a constitui un cadru de dezbatere, schimb de idei si experiente în domeniul aplicarii probatiunii în diferite tari europene Este evident, remarca - Peter Grundler, vicepresedinte al CEP- ca într-o regiune cum este Europa, cu o asemenea diversitate de traditii politice, istorice, economice si culturale, sistemele de probatiune, legislatia si chiar obiectivele actuale ale serviciilor de probatiune difera foarte mult Cu toate acestea, s-a dovedit ca sanctiunile si masurile comunitare functioneaza în toate aceste tari Nu exista nici o îndoiala ca folosita si implementata în mod corespunzator, probatiunea ofera infractorului sanse mai mari de integrare în comunitate, protejând astfel publicul de suferinte ulterioare Rolul cercetarii stiintifice socio-juridice si criminologice în promovarea si implementarea probatiunii În România, asa cum am observam în repetate rânduri pe parcursul acestui studiu reglementarea normativ juridica a probatiunii, si mai larg a sanctiunilor neprivative de libertate este - ca sa folosim totusi un termen elegant - timida Practica probatiunii s-a dezvoltat în cadrul activitatii unor agentii private - cu o coordonare generala realizata de catre Departamentul specializat al Ministerului Justitiei Pregatirea profesionala a consilierilor de probatiune s-a realizat în cadrul unor stagii de pregatire în Marea Britanie Activitatea efectiva de probatiune desfasurata de aceste agentii, fie ca s-a realizat în cadrul unor programe de reabilitare în penitenciar, fie în comunitate, s-a întemeiat, de cele mai multe ori, pe transferul si aplicarea unor strategii si instrumente de evaluare neadaptate, nevalidate în România Este chiar recomandabil, si sigur mai pragmatic, ca într-o faza de început, asa cum este probatiunea la noi, sa fie intens folosita cunoasterea si experienta acumulate în acest domeniu, în special în tarile cu traditie îndelungata în practica masurilor comunitare Trebuie sa existe însa, înca de la început, constiinta limitelor culturale ale acestui transfer - faptul ca o institutie nu poate fi integral importata si aplicata ca atare - în ciuda unor principii generale care se pot desprinde din analiza comparativa Din acest motiv, practica probatiunii ar trebui corelata cu studii si cercetari de psiho-sociologice, criminologie, asupra varietatii tipurilor de infractiuni si infractori din perioada de tranzitie, asupra varietatii motivatiei si factorilor criminogeni, etc În egala masura ea ar trebui completata cu elaborarea sau validarea unor instrumente proprii de evaluare a infractorilor, riscului de recidiva, etc M Holmes observa ca tranzitia, ca experienta sociala a fostelor societati comuniste, nu-si are corespondent în istoria nici unei alte societati În acest nou context - sublinia Holmes- teoriile si conceptele traditionale care pretind sa explice câmpul social nu mai sunt suficiente pentru a întelege realitatile post-comuniste care cunosc o mare diversitate Evenimentele se succed cu mare viteza, ceea ce face necesara o revizuire profunda a vocabularului nostru Multe concepte clasice par sa fie depasite de aceasta dinamica a realitatii Sublinierea lui Holmes este utila si merita sa fie retinuta ca ipoteza de lucru în studiile socio-juridice asupra tranzitiei si reformei În domeniul socio-juridic, sunt unii autori care folosesc deja termenul de "infractionalitate de tranzitie" spre a sublinia tocmai configuratia particulara (si pasagera dupa unii analisti) a criminalitatii specifice perioadei reformei De exemplu, imaginii traditionale a infractorului ca victima, ca persoana marginalizata, fara loc de munca, fara mijloace de subzistenta - care se regaseste si în situatia multor infractori majori sau minori din România - i se adauga altele, diferite, opuse Pentru ilustrare, amintim de infractionalitatea economico-financiara si crima organizata care antreneaza personaje din lumea interlopa, lumea financiar-bancara, din cea politica, politie, parchet, justitie, etc În majoritatea lor, aceste personaje - departe de a fi marginalizate sau discriminate - sunt figuri publice (în sensul larg al termenului) care beneficiaza de un statut economico-financiar ridicat Acestei imagini a personajului (infractorului) "din lumea inaccesibila a puterii si banului" (Orwell) i se adauga, între multe altele, si aceea a personajului (infractorului) inteligent, care îsi valorifica excelenta profesionala (în profesii extrem de cautate pe plan mondial) prin furt si piraterie în spatiul cibernetic, sau prin santaj si trafic de influenta, etc Infractionalitatea în rândul minorilor si tinerilor are, de asemenea, o fenomenologie proprie, specifica - ne-legata doar de marginalizare, abuz si discriminare Tiparul si modul de operare al multor infractiuni comise de minori si tineri tradeaza efectul violentei si agresivitatii din mass-media, identificarea cu eroi din seriale, etc Într-un studiu pilot asupra infractionalitatii juvenile în perioada de tranzitie semnalam existenta a cel putin sase tipuri de infractori minori: Tipul eroului El provine din toate mediile socio-economice si culturale si se grefeaza pe o psihologia caracteristica adolescentei, cu accentuarea înclinatiilor specifice vârstei; încalcarea normelor face parte dintr-un ritual informal de dobândire a unei pozitii de leader în grupul de adolescenti, sau de recunoastere a apartenentei la un grup (gasca, banda, etc) de adolescenti Tipul revoltatului Este expresia rupturii dintre generatii, a supraevaluarii conflictului de valori si a solutionarii lui prin mijloace violente Provine din mediile socio-economice si culturale mijlocii si ridicate Tipul adeptului Acest tip este structurat pe imitatia activa sau pasiva a unor modele de rol (frati mai mari, prieteni, parinti, eroi din seriale, etc care au probleme cu politia, justitia, etc) L-am regasit în toate mediile socio-economice Tipul îndeplinirii unei misiuni superioare Provine, cel mai des, din medii socio-economice defavorizate Minorii care apartin acestui tip comit infractiuni cu scopul de a-si ajuta sau întretine familia Tipul reactiv Pentru acest tip infractiunea este reactia extrema de defulare si descarcare a agresivitatii rezultate din acumularea îndelungata a unor frustrari generate de practici de discriminare si marginalizare; sunt capabili de infractiuni deosebit de grave (tâlharii, omucideri) Provin, în special, din medii socio-economice defavorizate Tipul expertului Este un tip nou, aparut dupa 1990; cuprinde adolescenti si tineri care s-au specializat în domenii ale tehnicii de vârf - informatica, electronica si telecomunicatii, calculatoare, etc Îsi folosesc aceste cunostinte pentru infractiuni în spatiul cibernetic (furt, piraterie, etc), etc Elaborarea unor politici sociale si penale eficiente, inclusiv aplicarea unor sanctiuni neprivative de libertate, presupune, ca prioritate a cercetarii stiintifice, identificarea tipurilor majore de infractori structurate în perioada de tranzitie Ca si în sistemul englez - din care s-a inspirat si dezvoltat - probatiunea s-a impus la noi, initial, în cadru comunitar, iar legea de reglementare a fost adoptata dupa trei ani O astfel de practica a dovedit ca se poate si asa, si înca foarte bine Preluarea unor obiective ale politicii penale de catre societatea civila, s-a dovedit utila si în alte situatii - în care exista lege, dar nu si vointa de a o aplica Proiectul instantelor pentru minori, de exemplu, derulat la instantele din Iasi este rodul aplicarii unor proceduri speciale reglementate de codul de procedura penala (Titlul IV Proceduri speciale, Capitolul II, Procedura în cauzele cu infractori minori) la initiativa Asociatiei Magistratilor (filiala Iasi), fundatia Alternative Sociale, cu sprijinul material si financiar al Centrului de Mediere si Securitate Comunitara, etc Apreciem însa ca dincolo de aceasta perioada de început, generalizarea probatiunii si a altor masuri comunitare risca sa devina problematica daca nu se coreleaza cu o activitatea de cercetare stiintifica capabila sa-i asigure îndeplinirea scopurilor si obiectivelor în raport cu toti actorii sociali implicati Între prioritati, se impun: elaborarea si validarea unor instrumente de cercetare (de diagnostic si evaluare) adaptate particularitatilor socio-economice si culturale ale României, a unei tipologii a infractorilor (majori si minori), etc Generalizarea probatiunii în România depinde - între multi alti factori si rezistente - si de eficacitatea prevenirii si controlului riscului de recidiva "Fara managementul eficient al riscului credibilitatea probatiunii este ea însasi sub risc"(H Hough, 1998, p 107) În conditiile unei opinii publice insuficient pregatite si realmente îngrijorata pentru siguranta sa, care solicita marirea regimului pedepselor privative de libertate, în conditiile în care legislatia penala este înca extrem de lacunara în materie, etc absenta unei cercetari stiintifice adecvate poate genera confuzie si lipsa de încredere în potentialul de reabilitare al sanctiunilor neprivative de libertate * * La final, as vrea sa va reamintesc ca am parcurs împreuna câteva aspecte referitoare la varietatea standardelor socio-juridice care afecteaza reglementarea si practica probatiunii - la noi, ca si oriunde în lume Am acordat o atentie speciala, asa cum precizam mai sus, "standardelor tari" ale profesiei de consilier de probatiune De sigur, veti citi acest studiu în complementaritatea lui referentiala cu celelalte prezente în acest volum Câteva întrebari recapitulative dar si incursiunea pe unele website-uri, indicate mai jos, va vor ajuta sa va conturati imaginea pluralismului socio-juridic ilustrat pe institutia probatiunii ÎNTREBARI RECAPITULATIVE BIBLIOGRAFIE I 1) Abraham, P (2001): „Introducere în probatiune “, Bucuresti, Editura National 2) Balahur, D (2001): „Fundamente socio-juridice ale probatiunii“, Iasi, Editura Bet 3) Balahur, D (2001): „Practica drepturilor copilului ca principiul al asistentei sociale“, Bucuresti, Editura All Beck 4) Graham, G (2001): „Administrarea Comunitara a Justitiei“, Bucuresti, Editura Export 5) Poledna, S (2001): „Probatiunea în România Politici, legislatie, proceduri“, Cluj, Editura Presa Universitara Clujeana 6) Stanoiu R (1998): „Criminologie“, Bucuresti, Editura Oscar Print II Declaratia Universala a Drepturilor Omului Pactul International cu privire la Drepturile Civile si Politice Al doilea protocol facultativ la Pactul International cu privire la Drepturile Civile si Politice vizând abolirea pedepsei cu moartea Conventia Natiunilor Unite împotriva Torturii si a altor Tratamente crude, inumane sau degradante Regulile si Standardele Minime al Natiunilor Unite cu privire la Administrarea Justitiei Juvenile (Rez AG Nr 40/33 din noiembrie 1985; Regulile Natiunilor Unite de la Beijing) Reguli si standarde Minime ale Natiunilor Unite pentru protectia Minorilor care ispasesc o Pedeapsa Privativa de Libertate (Rez AG nr 45/113 din 14 decembrie 1990; Reguli si Standarde Minime ale Natiunilor Unite cu privire la Sanctiunile Neprivative de Libertate (Rez AG Nr 45/110 din 14 decembrie 1990; Regulile Natiunilor Unite de la Tokyo) Ghidul Natiunilor Unite cu privire la prevenirea Delicventei Juvenile (Rez AG Nr 45/112 din 4 decembrie 1990; Regulile Natiunilor Unite de la Riyadh ) III 1) Recomandarea Consiliului Europei Nr (92)16 din 19 octombrie 1992 (Regulile Europene cu privire la Sanctiunile si Masurile Comunitare) 2) Recomandarea Consiliului Europei Nr (92)17 din 19 octombrie 1992 3) http://www un org 4) http://www unhchr ch/html 5) http //www coe/engl/fr/legaltxt Capitolul 3 ELEMENTE DE LEGISLATIE Aurelia Willie Prevederile Ordonantei Guvernului nr 92/2000 privind organizarea si functionarea serviciilor de reintegrare sociala a infractorilor si de supraveghere a executarii sanctiunilor neprivative de libertate coroborate cu prevederile Hotarârii Guvernului nr 1239/2000 privind aprobarea Regulamentului de aplicare a dispozitiilor Ordonantei Guvernului nr 92/2000 Elemente de drept penal si procesual penal I Prevederile Ordonantei Guvernului nr 92/2000 privind organizarea si functionarea serviciilor de reintegrare sociala a infractorilor si de supraveghere a executarii sanctiunilor neprivative de libertate coroborate cu prevederile Hotarârii Guvernului nr 1239/2000 privind aprobarea Regulamentului de aplicare a dispozitiilor Ordonantei Guvernului nr 92/2000 Ordonanta Guvernului nr 92/2000 este structurata pe 4 capitole, astfel: Capitolul I - Dispozitii generale, Capitolul II - Organizarea si functionarea servicilor de reintegrare sociala si supraveghere, Capitolul III – Activitatea serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere, Capitolul IV – Dispozitii tranzitorii si finale Dispozitiile generale contin prevederi referitoare la rolul si misiunea serviciilor, la principiile diriguitoare ale activitatii de reintegrare sociala si supraveghere, precum si la atragerea si implicarea comunitatii în procesul de reintegrare sociala a infractorilor Astfel, serviciile de reintegrare sociala si supraveghere sunt organisme specializate, fara personalitate juridica, aflate sub autoritatea Ministerului Justitiei, care au ca principale atributii reintegrarea sociala a persoanelor care au savârsit infractiuni, mentinute în stare de libertate, supravegherea executarii obligatiilor stabilite de instanta de judecata în sarcina acestora, precum si asistenta si consilierea persoanelor condamnate, la cererea acestora Principiile care stau la baza desfasurarii activitatii de reintegrare sociala si supraveghere sunt: respectarea legii si a hotarârilor judecatoresti, respectarea drepturilor omului si a demnitatii umane si evitarea discriminarii pe orice temei, precum si sprijinirea si încurajarea permanenta a persoanelor supravegheate, asistate si consiliate în vederea reintegrarii lor în societate si în vederea asumarii responsabilitatii propriilor actiuni prin formarea unei atitudini corecte fata de munca, ordinea de drept si regulile de convietuire sociala Implicarea si atragerea comunitatii în procesul de reintegrare sociala si supraveghere a infractorilor consta în colaborarea serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere cu organizatiile neguvernamentale ce desfasoara activitati în domeniu, cu specialisti din alte domenii de activitate, cu voluntari din rândul comunitatii, precum si cu reprezentanti ai societatii civile Capitolul intitulat “Organizarea si functionarea servicilor de reintegrare sociala si supraveghere” se refera la organizarea administrativa a serviciilor, competenta teritoriala a acestora, precum si la personalul de specialitate Din perspectiva administrativa, serviciile de reintegrare sociala si supraveghere se organizeaza si functioneaza pe lânga fiecare tribunal, coordonarea si controlul activitatii de reintegrare sociala si supraveghere realizându-se de catre Directia de reintegrare sociala si de supraveghere din Ministerul Justitiei În ceea ce priveste competenta teritoriala a serviciilor de reintegrare sociala si de supraveghere, art 4 din Regulamentul de aplicare a O G nr 92/2000 reglementeaza doua ipoteze: a) în cazul persoanelor condamnate, mentinute în stare de libertate, fata de care instanta a dispus masuri de supraveghere si/sau una ori mai multe dintre obligatiile prevazute în art 863 alin 3 lit a)-f) sau în art 103 alin 3 lit a)-c) din Codul penal, precum si cu privire la inculpatii pentru care instanta a solicitat referate de evaluare, este competent serviciul de reintegrare sociala si supraveghere care functioneaza pe lânga tribunalului în a carui circumscriptie se afla domiciliul persoanelor sus mentionate; b) în cazul persoanelor condamnate la o pedeapsa cu privare de libertate care sunt incluse în programe de resocializare, competent este serviciul de reintegrare sociala si supraveghere de pe lânga tribunalul în a carui circumscriptie se afla unitatea penitenciara unde acestea executa pedeapsa Potrivit art 5 din Regulamentul de aplicare a O G nr 92/2000, în desfasurarea activitatii specifice, serviciul de reintegrare sociala si supraveghere îsi verifica din oficiu competenta, iar în cazul în care acesta constata ca nu este competent din punct de vedere teritorial sa-si exercite atributiile, înstiinteaza, de îndata, instanta de judecata care l-a sesizat Personalul serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere este format din sefi ai serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere si din consilieri de reintegrare sociala si supraveghere O categorie aparte o constituie inspectorii de reintegrare sociala si supraveghere, care îsi desfasoara activitatea în cadrul Directiei de reintegrare sociala si de supraveghere din Ministerul Justitiei, asigurând controlul activitatii desfasurate de catre serviciile teritoriale Atât inspectorii de reintegrare sociala si supraveghere, cât si personalul serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere, trebuie sa îndeplineasca cumulativ urmatoarele conditiile prevazute în art 8 alin (1) din O G nr 92/2000: are cetatenia româna si domiciliul în România; are capacitate deplina de exercitiu; cunoaste limba româna, scris si vorbit; este apt din punct de vedere medical si psihologic pentru exercitarea functiei, fapt dovedit pe baza unui examen medical si psihologic de specialitate; nu a fost condamnat definitiv pentru savârsirea unei infractiuni de natura a-l face incompatibil cu functia pe care o îndeplineste si se bucura de o buna reputatie; este licentiat în asistenta sociala, psihologie, sociologie, pedagogie sau drept ori este absolvent al unei forme de învatamânt postuniversitar în domeniul reintegrarii sociale a infractorilor si supravegherii acestora; a absolvit cursurile de reintegrare sociala si supraveghere organizate de Ministerul Justitiei ori o forma de învatamânt postuniversitar în domeniul reintegrarii sociale a infractorilor si supravegherii acestora si a câstigat concursul organizat pentru ocuparea functiei pentru care candideaza Capitolul privind “Activitatea serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere” însumeaza atributiile serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere, ca organisme specializate în sfera justitiei penale În relatia cu instantele de judecata, serviciile de reintegrare sociala si de supraveghere au, potrivit art 11 alin (1) lit a)-d) din O G nr 92/2000, atributii de supraveghere a executarii masurilor si obligatiilor impuse de instanta de judecata persoanelor condamnate, mentinute în stare de libertate, si de întocmire, la cererea instantei de judecata, a referatelor de evaluare cu privire la inculpati sau la persoanele aflate în supraveghere În relatia cu unitatile penitenciare, serviciile de reintegrare sociala si de supraveghere pot colabora, conform art 11 alin (2) din O G nr 92/2000, cu personalul specializat în asistenta si consiliere din cadrul administratiei penitenciarelor, în derularea unor programe privind activitati lucrative, socio-educative, de instruire scolara si formare profesionala pentru persoanele condamnate care îsi executa pedeapsa într-o unitate penitenciara În relatia cu alte institutii si organizatii guvernamentale si neguvernamentale, conform art 11 alin (1) lit e,h,i din O G nr 92/2000, serviciile de reintegrare sociala si supraveghere colaboreaza în vederea executarii masurii obligarii minorului la prestarea unei activitati neremunerate, a identificarii locurilor de munca disponibile, a cursurilor scolare, a celor de calificare sau recalificare profesionala, si initiaza si deruleaza programe de resocializare a persoanelor aflate în evidenta serviciilor În relatia cu persoanele aflate în supraveghere, conform art 11 alin (1) lit f), g) din O G nr 92/2000, serviciile de reintegrare sociala si supraveghere desfasoara, la cerere, activitati de consiliere individuala a infractorilor în ceea ce priveste comportamentului social, de grup si individual si initiaza si deruleaza programe speciale de protectie, asistenta sociala si juridica a minorilor si tinerilor care au savârsit infractiuni În continuare, vom prezenta succint referatele de evaluare, supravegherea în comunitate si activitatea de asistenta si consiliere, pe marginea dispozitiilor cuprinse în Regulamentul de aplicare a dispozitiilor O G nr 92/2000 REFERATELE DE EVALUARE (art 6 - 15) Referatele de evaluare se întocmesc, la cererea instantei de judecata, de catre serviciile de reintegrare sociala si supraveghere cu privire la inculpati sau la persoanele aflate în supraveghere, respectiv persoanele condamnate, mentinute în stare de libertate, fata de care instanta a dispus masuri de supraveghere si/ sau una ori mai multe dintre obligatiile prevazute în art 863 alin 3 lit a)-f) sau în art 103 alin 3 lit a)-c) din Codul penal Referatul de evaluare este un referat scris, cu caracter consultativ si de orientare, având rolul de a oferi instantei de judecata date privind persoana inculpatului sau, dupa caz, persoanele aflate în supravegherea serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere, nivelul instructiei scolare, comportamentul, factorii care influenteaza sau pot influenta conduita generala, precum si perspectivele reintegrarii în societate Referatul de evaluare trebuie sa fie obiectiv, concis, concret, clar si coerent Referatul de evaluare cuprinde urmatoarele parti: introducere; sursele de informatii utilizate la întocmirea referatului; date privind persoana pentru care a fost solicitat referatul; factorii care influenteaza sau pot influenta conduita generala a persoanei pentru care a fost solicitat referatul; perspectivele de reintegrare în societate În introducere, se vor consemna într-un formular tipizat date referitoare la: nume si prenume inculpat/ persoana condamnata/ minor, data si locul nasterii, adresa, fapta/ faptele pentru care subiectul referatului este inculpat/ condamnat/ sanctionat cu o masura educativa, instanta de judecata care a solicitat referatul, nr dosar penal/ nr sentintei penale, termenul de judecata, nr si data adresei de sesizare din partea instantei de judecata, perioada de supraveghere, numele si prenumele consilierului de reintegrare sociala si supraveghere desemnat cu întocmirea referatului de evaluare Dupa completarea datelor cuprinse în introducere, celelalte parti ale referatului de evaluare vor fi prezentate pe scurt, într-o forma narativa, evitându-se, pe cât posibil, folosirea unor termeni de specialitate sau exprimari care ar face dificila întelegerea continutului referatului Referatul de evaluare va purta pe prima pagina, în coltul din stânga sus, antetul serviciului de reintegrare sociala si supraveghere, iar în coltul din dreapta sus, mentiunea “strict confidential dupa completare” Fiecare pagina scrisa a referatului de evaluare va purta în coltul din dreapta jos stampila si semnatura sefului serviciului de reintegrare sociala si supraveghere În cazul în care în continutul referatului de evaluare ramân pagini sau spatii libere, acestea se vor bara dupa întocmirea referatului de evaluare Sursele de informatii care au fost utilizate la întocmirea referatului vor mentiona persoanele cu care au avut loc întrevederi si eventualele documente consultate De asemenea, se vor preciza numarul de întrevederi avute si, dupa caz, refuzul de cooperare sau eventualele îndoieli privind acuratetea informatiilor, prezentate motivat, precum si sursele de informatii la care nu a fost posibil accesul O atentie deosebita trebuie sa se acorde redactarii acelei parti din referatul de evaluare referitoare la datele privind persoana pentru care a fost solicitat referatul de evaluare, deoarece se va face diferentiat, dupa cum se refera la inculpati sau la persoanele aflate în supravegherea serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere În cazul inculpatilor, datele privind persoana acestora se refera la: trecutul infractional; mediul familial si social; nivelul instructiei scolare si al pregatirii profesionale; comportamentul persoanei înainte si dupa comiterea faptei; factorii care au favorizat comportamentul infractional; daca este cazul, modul în care a îndeplinit anterior obligatiile stabilite de instanta de judecata În cazul inculpatilor minori, datele privind persoana acestora vor privi si conditiile în care a crescut si trait, precum si modul în care parintii, cel care l-a adoptat sau tutorele îsi îndeplinesc obligatiile ce le revin În cazul persoanelor aflate în supravegherea serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere, datele privind persoana acestora se refera la mediul familial si social, evolutia persoanei din punct de vedere educational si profesional, comportamentul pe perioada supravegherii, precum si modul în care a executat obligatiile stabilite de instanta de judecata În cazul minorilor aflati sub supraveghere, datele privind persoana acestora vor privi si modul în care parintii, cel care l-a adoptat sau tutorele îsi îndeplinesc obligatiile ce le revin, precum si, dupa caz, modul de colaborare dintre serviciul de reintegrare sociala si supraveghere si persoana sau institutia legal însarcinata cu supravegherea minorului sau cu institutia publica la care minorul executa obligatia prevazuta la art 103 alin 3 lit c) din Codul Penal Atunci când considera necesar, consilierul de reintegrare sociala si supraveghere va include în referatul de evaluare date privind starea fizica si mintala, precum si dezvoltarea intelectuala si morala a persoanei, furnizate de specialisti desemnati în acest scop Factorii care influenteaza sau pot influenta conduita generala a persoanei pentru care a fost solicitat referatul se refera la factorii de natura sa inhibe dezvoltarea comportamentului infractional, precum si la factorii de natura sa accentueze dezvoltarea acestuia În cazul persoanelor supravegheate, acest capitol va cuprinde si referiri privind riscul de savârsire din nou a unor infractiuni si riscul pentru siguranta publica, precum si riscul de sinucidere sau de autovatamare Perspectivele de reintegrare în societate vor fi estimate dupa analiza tuturor datelor cuprinse în referatul de evaluare si vor fi prezentate pe scurt, obiectiv si motivat În cazul inculpatilor, nu se vor face propuneri sau recomandari instantei de judecata privind solutia ce urmeaza a fi data în cauza În cazul persoanelor aflate în supravegherea serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere, daca se constata ca sansele de reintegrare în societate sunt reduse, se va face doar mentiune în acest sens, fara a se formula propuneri sau recomandari instantei de judecata privind masura ce trebuie luata Modelul referatului de evaluare, cu elementele pe care le cuprinde, este prezentat în anexa nr 1 din Regulamentul de aplicare a O G nr 92/2000 Dispozitiile art 7 si 8 din Regulamentul de aplicare a O G nr 92/2000 reglementeaza procedura de elaborare a referatelor de evaluare În momentul primirii adresei de sesizare din partea instantei de judecata prin care se solicita întocmirea unui referat de evaluare, seful serviciului de reintegrare sociala si supraveghere va desemna un consilier de reintegrare sociala si supraveghere care sa preia cazul Consilierul de reintegrare sociala si supraveghere va întocmi referatul în baza uneia sau mai multor întrevederi cu persoana pentru care instanta a solicitat referatul de evaluare Consilierul de reintegrare sociala si supraveghere va contacta, dupa caz, membrii familiei, scoala sau unitatea la care persoana îsi desfasoara activitatea, precum si orice alte persoane care ar putea oferi informatii utile pentru întocmirea referatului de evaluare În cazul în care persoana cu privire la care se întocmeste evaluarea nu colaboreaza la realizarea acesteia, consilierul de reintegrare sociala si supraveghere va mentiona în referat refuzul de cooperare Atributiile consilierului de reintegrare sociala si supraveghere desemnat sa întocmeasca referatul de evaluare constau în: a) a stabili de îndata, dar nu mai târziu de 5 zile de la data primirii solicitarii instantei de judecata, locul, data si ora primei întrevederi cu persoana pentru care s-a solicitat referatul Prima întrevedere cu persoana pentru care s-a solicitat referatul trebuie sa aiba loc în termen de 7 zile de la data primirii solicitarii instantei de judecata În cazul minorilor, consilierul de reintegrare sociala si supraveghere stabileste locul, data si ora întrevederii sau întrevederilor cu minorul, precum si cu parintii, cel care l-a adoptat, tutorele, sau, dupa caz, cu persoanele sau reprezentantii institutiilor carora le-a fost încredintata supravegherea minorului; b) a contacta persoanele si institutiile care ar putea furniza informatii utile despre persoana evaluata, nivelul instructiei scolare, comportamentul acesteia, mediul social si familial; c) a consemna, cu ocazia fiecarei întrevederi, datele necesare si utile pentru întocmirea referatului; d) a propune sefului serviciului de reintegrare sociala si supraveghere, atunci când considera necesar, desemnarea unor specialisti în vederea întocmirii referatului de evaluare Acesti specialisti pot fi psihologi, sociologi, cadre didactice, medici sau orice alti specialisti a caror opinie este considerata necesara e) a întocmi referatul de evaluare pe baza informatiilor obtinute si a-l supune spre analiza si semnare sefului serviciului f) a înainta referatul de evaluare instantei de judecata în termenul de 14 zile de la primirea solicitarii SUPRAVEGHEREA ÎN COMUNITATE (art 16 - 44) În cazul persoanelor condamnate, carora instanta de judecata le-a impus respectarea masurilor prevazute la art 86³ alin 1 lit a)-d) din Codul Penal si a uneia sau mai multora dintre obligatiile prevazute la art 86³ alin 3 lit a)-f) din Codul Penal, precum si în cazul minorilor carora instanta de judecata le-a impus respectarea uneia sau mai multora dintre obligatiile prevazute în art 103 alin 3 lit a)-c) din Codul Penal, serviciul de reintegrare sociala si supraveghere desemnat ca organ de supraveghere prin hotarâre judecatoreasca este competent sa exercite supravegherea îndeplinirii obligatiilor impuse de instanta de judecata în sarcina persoanelor sus mentionate Conform art 86³ alin 1 lit a)-d) din Codul Penal, masurile de supraveghere impuse persoanei condamnate pe durata termenului de încercare sunt: sa se prezinte, la datele fixate, la judecatorul desemnat cu supravegherea lui sau la alte organe stabilite de instanta; sa anunte, în prealabil, orice schimbare de domiciliu, resedinta sau locuinta si orice deplasare care depaseste 8 zile, precum si întoarcerea; sa comunice si sa justifice schimbarea locului de munca; sa comunice informatii de natura a putea fi controlate mijloacele lui de existenta Pe lânga aceste masuri de supraveghere, instanta poate sa impuna persoanei condamnate respectarea uneia sau a mai multora din urmatoarele obligatii prevazute la art 86³ alin 3 lit a)-f) din Codul Penal: sa desfasoare o activitate sau sa urmeze un curs de învatamânt ori de calificare; sa nu schimbe domiciliul sau resedinta avuta ori sa nu depaseasca limita teritoriala stabilita, decât în conditiile fixate de instanta; sa nu frecventeze anumite locuri stabilite; sa nu intre în legatura cu anumite persoane; sa nu conduca nici un vehicul sau anumite vehicule; sa se supuna masurilor de control, tratament sau îngrijire, în special în scopul dezintoxicarii În cazul minorilor sanctionati cu masura educativa a libertatii supravegheate, instanta poate sa impuna minorului respectarea uneia sau a mai multora din obligatiile prevazute în art 103 alin 3 lit a)-c) din Codul Penal: sa nu frecventeze anumite locuri stabilite; sa nu intre în legatura cu anumite persoane; sa presteze o activitate neremunerata într-o institutie de interes public fixata de instanta, cu o durata între 50 si 200 de ore, de maximum 3 ore pe zi, dupa programul de scoala, în zilele nelucratoare si în vacanta Serviciile de reintegrare sociala si supraveghere vor încheia protocoale cu organizatiile neguvernamentale ce desfasoara activitati în domeniu în vederea colaborarii în procesul de reintegrare a infractorilor si a supravegherii eficiente a acestora De asemenea, serviciile de reintegrare sociala si supraveghere, în derularea activitatii lor, pot colabora cu specialisti din alte domenii de activitate, cu voluntari din rândul comunitatii, precum si cu reprezentanti ai societatii civile Conform art 16 – 24 din Regulament, actele necesare supravegherii, care se vor realiza de catre serviciul de reintegrare sociala si supraveghere, privesc în special dosarul de supraveghere, prima întrevedere cu persoana supravegheata si planul de supraveghere Dosarul de supraveghere Dosarul de supraveghere a executarii obligatiilor stabilite de instanta, denumit în continuare dosar de supraveghere, se întocmeste pentru fiecare persoana aflata în supravegherea serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere Dosarul de supraveghere are, în mod obligatoriu, urmatorul continut: hotarârea instantei de judecata, în copie, sau un extras de pe aceasta; planul de supraveghere; referatul de evaluare întocmit înainte de pronuntarea hotarârii judecatoresti, atunci când este cazul; referatul de evaluare solicitat de catre instanta pe perioada supravegherii, atunci când este cazul e) rapoarte periodice privind desfasurarea supravegherii, cu referire la modul de îndeplinire a masurilor si/sau obligatiilor stabilite de instanta de judecata Aceste rapoarte se vor întocmi cel putin o data la sase luni, indiferent de numarul si frecventa referatelor de evaluare întocmite la solicitarea instantei pe durata supravegherii f) raportul final, întocmit la încheierea perioadei de supraveghere, care va cuprinde concluzii referitoare la modul de îndeplinire a obligatiilor stabilite de catre instanta de judecata Prima întrevedere cu persoana supravegheata La primirea hotarârii instantei de judecata, seful serviciului desemneaza de îndata un consilier de reintegrare sociala si supraveghere responsabil cu supravegherea executarii obligatiilor si/sau masurilor stabilite prin hotarârea judecatoreasca În cel mai scurt timp, dar nu mai târziu de 5 zile lucratoare de la data comunicarii hotarârii judecatoresti, serviciul de reintegrare sociala si supraveghere stabileste locul, data si ora primei întrevederi cu minorul sau, dupa caz, cu persoana condamnata Prima întrevedere cu persoana supravegheata trebuie sa aiba loc în termen de 10 zile lucratoare de la data comunicarii hotarârii judecatoresti Obligatiile consilierului de reintegrare sociala si supraveghere la prima întrevedere cu persoana supravegheata sunt urmatoarele: sa aduca la cunostinta persoanei supravegheate în scris si verbal, si sa-i explice în ce constau scopul, obiectivele si modul de desfasurare a supravegherii, masurile sau obligatiile impuse de instanta de judecata persoanei respective pe perioada supravegherii, precum si consecintele îndeplinirii sau neîndeplinirii acestora; sa îi puna în vedere persoanei supravegheate ca trebuie sa respecte regulile de conduita care se refera, în principal, la a nu avea un comportament violent sau agresiv ori o atitudine nepotrivita sau un limbaj necorespunzator, care ar putea prejudicia personalul de reintegrare sociala si supraveghere, precum si alte persoane aflate sub supraveghere; sa încunostiinteze persoana supravegheata despre posibilitatea de a formula plângere la seful serviciului în cazul în care considera ca tratamentul aplicat de catre serviciul de reintegrare sociala si supraveghere pe perioada supravegherii este necorespunzator; sa consemneze aspectele aduse la cunostinta într-un proces verbal, care se semneaza de consilier si persoana supravegheata Planul de supraveghere În cel mult 5 zile lucratoare de la comunicarea hotarârii instantei de judecata, consilierul de reintegrare sociala si supraveghere desemnat va întocmi un plan de supraveghere al carui continut va fi în concordanta cu obligatiile si/sau masurile impuse de instanta În acest caz, serviciul de reintegrare sociala si supraveghere are obligatia de a verifica daca s-a întocmit sau nu un referat de evaluare anterior pronuntarii hotarârii judecatoresti, iar în cazul în care se constata existenta unui astfel de referat, datele pe care le contine vor fi avute în vedere la întocmirea planului de supraveghere Atunci când se constata ca referatul de evaluare a fost întocmit de catre un alt serviciu de reintegrare sociala si supraveghere, serviciul caruia i s-a încredintat supravegherea va solicita de îndata transmiterea unei copii de pe referat Planul de supraveghere se întocmeste în scris si va fi adus de îndata la cunostinta persoanei supravegheate, careia i se va înmâna o copie de pe acesta, facându-se mentiune într-un proces-verbal, care va fi semnat de consilier si de persoana supravegheata Aceeasi procedura se respecta si în cazul de revizuire a planului de supraveghere Ori de câte ori apreciaza ca este necesar, serviciul de reintegrare sociala si supraveghere va solicita autoritatilor competente desemnarea unor specialisti în vederea întocmirii si derularii planului de supraveghere Acesti specialisti pot fi psihologi, sociologi, cadre didactice, medici sau orice alti specialisti a caror opinie este considerata necesara Planul de supraveghere are, în mod obligatoriu, urmatorul continut: 1) introducere, capitol în care se consemneaza date referitoare la: a) numele, prenumele, data si locul nasterii persoanei condamnate sau ale minorului; b)infractiunea savârsita si numarul hotarârii instantei; c)sanctiunea aplicata si masurile si/sau obligatiile impuse de instanta de judecata; d)perioada de supraveghere, mentionându-se data începerii si încetarii acesteia; e)numele si prenumele consilierului de reintegrare sociala si supraveghere Dupa completarea formularului tipizat al introducerii, celelalte capitole ale planului de supraveghere vor fi prezentate pe scurt, într-o forma narativa, evitându-se, pe cât posibil, folosirea unor termeni de specialitate sau exprimari care ar face dificila întelegerea continutului acestuia Planul de supraveghere va purta pe prima pagina, în coltul din stânga sus, antetul serviciului de reintegrare sociala si supraveghere Fiecare pagina scrisa a planului de supraveghere va purta în coltul din dreapta jos stampila serviciului de reintegrare sociala si supraveghere si semnatura consilierului responsabil de caz (2) nevoile sau problemele identificate ale persoanei supravegheate; (3) riscul savârsirii din nou a unor infractiuni sau al punerii în pericol a sigurantei publice La evaluarea riscului se tine cont si de riscul de sinucidere sau de autovatamare Evaluarea riscului constituie o activitate permanenta, orice modificari intervenite fiind consemnate în dosarul de supraveghere de catre consilierul responsabil de caz (4) descrierea activitatii, a locului de executare si a programului de lucru, în cazul minorului obligat la prestarea unei activitati neremunerate într-o institutie de interes public (5) natura si frecventa întrevederilor dintre consilier si persoana supravegheata, pe durata supravegherii (6) metodele utilizate de consilierul de reintegrare sociala si supraveghere pentru asigurarea îndeplinirii obligatiilor stabilite de instanta de judecata în sarcina persoanei supravegheate Aceste metode se pot referi la colaborarea cu familia, voluntarii comunitari si reprezentantii societatii civile, precum si cu organizatiile guvernamentale si neguvernamentale în vederea initierii si derularii unor programe de resocializare, vizite la domiciliu, legatura permanenta cu persoanele si institutiile care ar putea furniza date utile în vederea identificarii, dupa caz, a locurilor de munca disponibile, a cursurilor scolare, precum si a celor de calificare sau recalificare profesionala Metodele de supraveghere se determina în functie de gradul de risc identificat, precum si de numarul sau natura masurilor si/sau obligatiilor stabilite de catre instanta de judecata, nevoile sau problemele identificate ale persoanei supravegheate si durata supravegherii Modelul planului de supraveghere cu elementele pe care le cuprinde, este prezentat în anexa nr 2 din Regulamentul de aplicare a O G nr 92/2000 În continuare, art 25-44 din Regulament reglementeaza, pe de o parte, atributiile specifice servicilor de reintegrare sociala si de supraveghere în functie de fiecare masura si/sau obligatie de supraveghere care poate fi impusa de instanta de judecata în sarcina persoanei condamnate sau minorului, si, pe de alta parte, procedura legala în cazul în care persoana supravegheata nu îsi îndeplineste obligatiile pe perioada termenului de încercare (art 863 C P) sau a supravegherii deosebite (art 103 C P ) Supravegherea executarii masurilor prevazute în art 863 alin 1 lit a)-d) din Codul penal (art 25 - 30) 1 În cazul în care persoana condamnata trebuie sa se prezinte, la datele fixate, la serviciul de reintegrare sociala si supraveghere, consilierul însarcinat cu supravegherea are urmatoarele atributii: a) sa convoace persoana condamnata la serviciul de reintegrare sociala si supraveghere; Convocarea se realizeaza prin comunicarea scrisa sau telefonica cu cel putin 3 zile înainte de data primei întrevederi, a locului, zilei si orei la care trebuie sa se prezinte, precum si a numarului de telefon si/sau adresei serviciului b) sa stabileasca în planul de supraveghere numarul, durata, frecventa si locul întrevederilor cu persoana supravegheata; c) sa stabileasca, cu ocazia fiecarei întrevederi, în ce masura obiectivele planului de supraveghere sunt aduse la îndeplinire; d) sa aduca la cunostinta persoanei condamnate data urmatoarei întrevederi 2 În cazul în care persoana condamnata este obligata sa anunte în prealabil serviciul de reintegrare sociala si supraveghere în legatura cu orice schimbare de domiciliu, resedinta sau locuinta, precum si despre orice deplasare care depaseste 8 zile, precum si întoarcerea, consilierul însarcinat cu supravegherea are urmatoarele atributii: sa aduca la cunostinta persoanei condamnate obligatiile pe care le are fata de serviciul de reintegrare sociala si de supraveghere, si anume: de a comunica noua adresa, numarul de telefon, precum si, dupa caz, data întoarcerii; de a anunta în scris schimbarea domiciliului, resedintei sau locuintei, cu exceptia cazurilor urgente, când anuntarea se va face mai întâi telefonic; de a comunica în scris si de a prezenta acte justificative în cazul schimbarii de domiciliu, resedinta sau locuinta; de a comunica orice deplasare care depaseste 8 zile, si de a pune la dispozitia consilierului de reintegrare sociala si supraveghere adresa si/sau numarul de telefon la care poate fi gasita pe perioada deplasarii b) sa transmita, în termen de 3 zile lucratoare, dosarul de supraveghere catre serviciul de reintegrare sociala si supraveghere competent teritorial si sa anunte de îndata instanta de executare, în cazul în care persoana supravegheata îsi schimba domiciliul, resedinta sau locuinta într-o localitate ce nu se afla în competenta serviciului de reintegrare sociala si supraveghere 3 În cazul în care persoana condamnata este obligata sa comunice si sa justifice orice schimbare a locului de munca serviciului de reintegrare sociala si supraveghere, consilierul însarcinat cu supravegherea are urmatoarele atributii: sa puna la dispozitia persoanei condamnate, cu ocazia primei întrevederi, numarul de telefon si adresa serviciului de reintegrare sociala si supraveghere la care trebuie sa comunice de îndata orice schimbare a locului de munca; sa informeze persoana condamnata despre faptul ca comunicarea se face numai în scris, precizându-se motivele schimbarii locului de munca, noul loc de munca, natura muncii pe care o desfasoara si descrierea activitatii, cu obligatia de a anexa documente justificative în acest sens; sa verifice autenticitatea tuturor acestor informatii prin contactarea unitatii angajatoare 4 În cazul în care persoana condamnata are obligatia sa comunice serviciului de reintegrare sociala si supraveghere orice informatii de natura a putea fi controlate mijloacele sale de existenta, consilierul însarcinat cu supravegherea are urmatoarele atributii: sa îi solicite persoanei condamnate, la prima întrevedere, informatii privitoare la situatia locativa, situatia sa financiara, locul de munca si durata pentru care este angajat si, dupa caz, persoanele aflate în îngrijirea sa ori persoanele în îngrijirea carora acesta se afla; sa informeze persoana condamnata ca informatiile solicitate se vor comunica în scris, fiind însotite de acte doveditoare În cazul în care consilierul de reintegrare sociala si supraveghere constata neîndeplinirea masurilor de supraveghere impuse persoanei condamnate de catre instanta, prevazute în art 86³ alin 1 lit a)-d) din Codul penal, înstiinteaza seful serviciului de reintegrare sociala si supraveghere, care sesizeaza instanta de judecata Supravegherea executarii obligatiilor prevazute în art 833 alin 3 lit a)-f) din Codul penal (art 31 - 38) 1 În cazul în care condamnatul este obligat sa desfasoare o activitate sau sa urmeze un curs de învatamânt ori de calificare, consilierul desemnat cu supravegherea are urmatoarele atributii: sa verifice nivelul instructiei scolare sau al pregatirii profesionale, în vederea înscrierii persoanei supravegheate la un curs corespunzator; sa identifice pe plan local unitatile de învatamânt si institutiile de calificare profesionala care organizeaza astfel de cursuri; sa verifice periodic daca persoana supravegheata urmeaza cursurile de învatamânt sau calificare 2 În cazul în care persoana condamnata a fost obligata prin hotarâre judecatoreasca sa nu schimbe domiciliul sau resedinta avuta ori sa nu depaseasca limita teritoriala stabilita, decât în conditiile fixate de instanta, consilierul responsabil de caz are urmatoarele atributii: sa îi puna în vedere persoanei condamnate, la prima întrevedere, necesitatea depunerii actelor din care sa rezulte situatia acesteia referitoare la domiciliu sau resedinta; sa colaboreze cu organele de politie si cu primaria din localitatea de domiciliu sau resedinta a persoanei supravegheate, care vor sesiza orice schimbare intervenita în situatia acesteia, pentru a verifica daca persoana supravegheata respecta obligatia stabilita de instanta; sa efectueze controale inopinate la domiciliul sau resedinta persoanei supravegheate, pentru a constata starea de fapt; sa transmita, în termen de 3 zile lucratoare, dosarul de supraveghere catre serviciul de reintegrare sociala si supraveghere competent teritorial si sa anunte de îndata instanta de executare, în cazul în care persoana supravegheata îsi schimba domiciliul, resedinta sau locuinta într-o localitate ce nu se afla în competenta serviciului de reintegrare sociala si supraveghere 3 În cazul în care persoana condamnata este obligata sa nu frecventeze anumite locuri stabilite de instanta, consilierul desemnat cu supravegherea are urmatoarele atributii: sa verifice periodic si ori de câte ori este sesizat de alte persoane, daca persoana supravegheata respecta interdictia; sa pastreze o legatura permanenta cu reprezentanti ai autoritatilor locale, organelor de politie, precum si cu orice persoane fizice si juridice care ar putea oferi informatii privind frecventarea de catre persoana supravegheata a locului supus interdictiei; sa îi înmâneze persoanei condamnate un avertisment scris, procedându-se la explicarea verbala a continutului acestuia, în cazul în care constata prezenta persoanei supravegheate în locul sau locurile a caror frecventare i-a fost interzisa; sa întocmeasca, cu ocazia primului avertisment scris, un proces verbal semnat de catre consilier si persoana supravegheata; sa considere obligatia ca neîndeplinita atunci când, dupa înmânarea a doua avertismente, constata ca persoana supravegheata este sau a fost prezenta în locul sau locurile a caror frecventare i-a fost interzisa 4 În cazul în care persoana condamnata are obligatia de a nu intra în legatura cu anumite persoane stabilite de instanta de judecata, consilierul desemnat cu supravegherea are urmatoarele atributii: sa ia masurile necesare în vederea identificarii si contactarii persoanelor care ar putea furniza informatii relevante în cazul respectiv; sa colaboreze cu organele de politie si cu alte institutii însarcinate cu asigurarea ordinii si linistii publice; sa efectueze vizite inopinate la domiciliul si locul de munca ale persoanei supravegheate; sa colaboreze cu familia persoanei condamnate în vederea respectarii obligatiei stabilite 5 În cazul în care persoana condamnata este obligata sa nu conduca nici un vehicul sau anumite vehicule, consilierul responsabil de caz are urmatoarele atributii: sa verifice permanent modul de respectare a acestei obligatii; sa pastreze o legatura permanenta cu reprezentanti ai organelor de politie, precum si cu orice persoane fizice si juridice care ar putea oferi informatii privind îndeplinirea sau neîndeplinirea de catre persoana supravegheata a acestei obligatii 6 În cazul în care persoana condamnata este obligata sa se supuna la masuri de control, tratament sau îngrijire, în special în scopul dezintoxicarii, consilierul desemnat cu supravegherea are urmatoarele atributii: sa identifice pe plan local unitatile sanitare, precum si organizatiile, institutiile sau specialistii care desfasoara programe de recuperare a toxicomanilor sau alcoolicilor, în vederea includerii persoanei supravegheate în aceste programe; sa stabileasca întrevederi cu persoana supravegheata, pentru a monitoriza evolutia acesteia; sa tina o legatura permanenta cu persoanele implicate în tratarea persoanei condamnate; sa verifice daca persoana condamnata respecta programul de tratament sau îngrijire si în ce masura acesta este eficient, solicitând periodic în scris opinia specialistilor În cazul în care consilierul de reintegrare sociala si supraveghere constata neîndeplinirea obligatiilor impuse persoanei condamnate de catre instanta, prevazute în art 86³ alin 3 lit a)-f) din Codul penal, înstiinteaza seful serviciului de reintegrare sociala si supraveghere, care sesizeaza instanta de judecata Supravegherea executarii obligatiilor prevazute în art 103 alin 3 lit a)-c) din Codul penal (art 39 - 44) 1 În cazul în care minorul este obligat sa nu frecventeze anumite locuri stabilite, consilierul de reintegrare sociala si supraveghere responsabil de caz are urmatoarele atributii: sa verifice periodic si ori de câte ori este sesizat de alte persoane, daca minorul respecta interdictia; sa pastreze o legatura permanenta cu familia acestuia sau, dupa caz, cu persoana ori institutia legal însarcinata cu supravegherea minorului, cu reprezentanti ai autoritatilor locale, organelor de politie, precum si cu orice persoane fizice sau juridice care ar putea oferi informatii privind frecventarea de catre minor a locului supus interdictiei; sa îi înmâneze minorului un avertisment scris, procedându-se la explicarea verbala a continutului acestuia, în cazul în care constata prezenta acestuia în locul sau locurile a caror frecventare i-a fost interzisa; sa întocmeasca, cu ocazia primului avertisment scris, un proces verbal semnat de catre consilier si minor; sa considere obligatia ca neîndeplinita atunci când, dupa înmânarea a doua avertismente, constata ca persoana supravegheata este sau a fost prezenta în locul sau locurile a caror frecventare i-a fost interzisa 2 În cazul în care minorul are obligatia de a nu intra în legatura cu anumite persoane stabilite de instanta de judecata, consilierul responsabil de caz are urmatoarele atributii: sa ia masurile necesare în vederea identificarii si contactarii persoanelor care ar putea furniza informatii relevante în cazul respectiv; sa colaboreze cu familia minorului sau, dupa caz, cu persoana sau institutia legal însarcinata cu supravegherea minorului, precum si cu organele de politie si cu alte institutii însarcinate cu asigurarea ordinii si linistii publice; sa efectueze vizite inopinate la domiciliul si, dupa caz, la locul de munca sau scoala unde învata minorul 3 În cazul în care minorul este obligat sa presteze o activitate neremunerata într-o institutie de interes public fixata de instanta, serviciul de reintegrare sociala si supraveghere încheie în cel mai scurt timp un protocol de colaborare cu institutia de interes public si autoritatea publica interesata Serviciul de reintegrare sociala si supraveghere va stabili, prin protocol: consilierul de reintegrare sociala si supraveghere care sa fie responsabil de caz; intervalele de timp la care se exercita controlul, în vederea evaluarii modului de îndeplinire a obligatiei stabilite de instanta; modalitatile concrete de mentinere a unei legaturi permanente cu persoana sau persoanele desemnate cu supravegherea activitatii minorului Serviciul de reintegrare sociala si supraveghere transmite institutiei de interes public formularul tipizat privind evidenta orelor de activitate neremunerata, prezentat în anexa nr 3 la Regulament În cel mai scurt timp, dar nu mai târziu de zece zile lucratoare de la punerea în executare a libertatii supravegheate, serviciul de reintegrare sociala si supraveghere va lua masurile necesare pentru ca minorul sa înceapa executarea activitatii în baza protocolului sus mentionat Pe durata executarii obligatiei, serviciul de reintegrare sociala si supraveghere mentine o legatura strânsa cu parintii minorului, tutorele, cel care l-a adoptat, si, dupa caz, cu persoana sau institutia legal însarcinata cu supravegherea acestuia, pentru a analiza în ce masura supravegherea minorului contribuie la procesul de resocializare a acestuia În cazul neîndeplinirii de catre minor a obligatiilor stabilite de instanta, prevazute în art 103 alin 3 lit a)-c) din Codul penal, consilierul responsabil de caz va înstiinta de îndata seful serviciului de reintegrare sociala si supraveghere Acesta din urma înstiinteaza, de îndata, persoana sau persoanele carora li s-a încredintat supravegherea minorului si instanta de judecata ASISTENTA SI CONSILIEREA (art 45 - 49) Activitatea de asistenta si consiliere, reglementata în Sectiunea 4 din Regulament, se acorda de catre serviciile de reintegrare sociala si supraveghere în doua cazuri: la cererea persoanei condamnate/ a minorului fata de care instanta de judecata a dispus supravegherea de catre serviciul de reintegrare sociala si supraveghere; cu acordul persoanelor condamnate la pedeapsa închisorii, în cadrul unor programe de resocializare initiate si derulate împreuna cu personal specializat din unitatile penitenciare A Asistenta si consilierea persoanelor aflate în supraveghere – scop, rol, procedura, colaborarea cu alte institutii Scop Asistenta si consilierea persoanelor condamnate si minorilor sanctionati cu masura educativa a libertatii supravegheate au ca scop reintegrarea acestora în societate, întarirea gradului de siguranta sociala si prevenirea savârsirii din nou a unor infractiuni Rol Rolul serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere în desfasurarea activitatii de asistenta si consiliere este de a: a) corecta comportamentul infractional prin constientizarea de catre minori sau persoane condamnate a faptei savârsite, a consecintelor acesteia si asumarea responsabilitatii pentru fapta comisa; b) motiva minorul sau persoana condamnata în vederea dezvoltarii responsabilitatii si autodisciplinei; c) elabora si derula programe eficiente de asistenta si consiliere a persoanelor condamnate sau a minorilor, în functie de nevoile identificate ale acestora; d) sprijini condamnatul sau minorul în vederea satisfacerii nevoilor sociale referitoare la educatie, pregatire profesionala, loc de munca, locuinta sau alte asemenea nevoi Procedura Ori de câte ori instanta de judecata dispune supravegherea unei persoane condamnate sau a unui minor de catre serviciul de reintegrare sociala si supraveghere, cu ocazia primei întrevederi cu persoana supravegheata, i se va face cunoscuta posibilitatea de a solicita asistenta si consiliere pe perioada supravegherii, explicându-i-se modalitatile practice în care poate fi sprijinita în vederea reintegrarii în societate Pentru a beneficia de serviciile de asistenta si consiliere, persoana supravegheata depune o cerere scrisa la serviciul de reintegrare sociala si supraveghere În termen de 10 zile lucratoare de la primirea cererii scrise din partea persoanei supravegheate prin care aceasta solicita asistenta si consiliere, serviciul de reintegrare sociala si supraveghere va lua masurile necesare includerii acesteia într-un program specializat, stabilit în functie de nevoile identificate ale persoanei respective Pentru fiecare persoana supravegheata care a solicitat asistenta si consiliere se întocmeste un dosar de reintegrare sociala si supraveghere Cererea persoanei supravegheate prin care solicita asistenta si consiliere se depune la dosarul de reintegrare sociala si supraveghere Dosarul de reintegrare sociala si supraveghere cuprinde: cererea scrisa de asistenta si consiliere; planul de reintegrare sociala si supraveghere, care va cuprinde, pe lânga capitolele prevazute în art 22 din Regulament, un capitol distinct privind descrierea activitatii de asistenta si consiliere; referatul de evaluare întocmit înainte de pronuntarea hotarârii judecatoresti, atunci când este cazul; referatul de evaluare solicitat de catre instanta pe perioada supravegherii, mai înainte de a se fi solicitat asistenta si consiliere de catre persoana supravegheata, atunci când este cazul; referatele periodice de reintegrare sociala si supraveghere, care contin pe scurt informatii cu privire la rezultatele înregistrate de catre persoana asistata si consiliata, si care se întocmesc cel putin o data la sase luni sau ori de câte ori se înregistreaza o evolutie pozitiva ori negativa în procesul de reintegrare a persoanei respective concluziile consilierului de reintegrare sociala si supraveghere, care fac obiectul unui referat de reintegrare sociala si supraveghere final, întocmit la expirarea perioadei de asistenta si consiliere, precizând în ce masura persoana respectiva are perspective sau s-a reintegrat în societate Dosarul de reintegrare sociala si supraveghere se pastreaza în arhiva serviciului de reintegrare sociala si supraveghere, consilierul responsabil de caz fiind obligat sa pastreze confidentialitatea informatiilor cuprinse în dosar Seful serviciului de reintegrare sociala si supraveghere are obligatia de a consulta fiecare dosar periodic sau ori de câte ori considera necesar, pentru a verifica daca se respecta programul de resocializare al persoanei asistate si consiliate în ceea ce priveste termenele, calitatea si ritmicitatea acestuia, precum si orice alte obligatii ce-i revin consilierului pe durata asistentei si consilierii În cazul în care consilierul de reintegrare sociala si supraveghere responsabil de caz este în imposibilitate permanenta sau temporara de a-si îndeplini atributiile în ce priveste întocmirea dosarului, sefului serviciului desemneaza un alt consilier pe perioada amintita, care sa preia responsabilitatile cazului respectiv Persoana asistata si consiliata si aparatorul acesteia, ales sau numit din oficiu, daca are acordul persoanei careia i s-a întocmit dosarul, vor putea consulta dosarul de reintegrare sociala si supraveghere numai în prezenta consilierului de reintegrare sociala si supraveghere responsabil de caz sau a sefului serviciului, si numai în incinta serviciului de reintegrare sociala si supraveghere, dupa care se va întocmi un proces verbal semnat de persoana care l-a studiat si reprezentantul serviciului Dosarul poate fi consultat în camera de consiliu de catre instanta de judecata, judecatorul delegat cu executarea si de catre procuror Dosarul poate fi consultat, cu aprobarea sefului serviciului de reintegrare sociala si supraveghere, de catre reprezentantii persoanelor juridice care desfasoara activitati în domeniul respectarii drepturilor omului sau ocrotirii persoanelor condamnate, daca au acordul scris al persoanei careia i s-a întocmit dosarul Consultarea dosarului se consemneaza de fiecare data într-un proces-verbal semnat de catre consilierul de reintegrare sociala si supraveghere si persoana care l-a studiat Termenul de pastrare în arhiva a dosarelor de reintegrare sociala si supraveghere este de 5 ani Colaborarea cu alte institutii Activitatea de asistenta si consiliere se va realiza pe baza unui plan de asistenta si consiliere adaptat nevoilor individuale ale persoanei supravegheate Se va estima perioada de timp si masura în care nevoile identificate pot fi acoperite numai prin interventia serviciului de reintegrare sociala si supraveghere ori în colaborare cu organizatii neguvernamentale, institutii publice si/sau private ori cu persoane fizice sau juridice În acest ultim caz, se va încheia un protocol de colaborare cu institutii sau organizatii care desfasoara activitati de reintegrare sociala, protocol care va cuprinde: partile semnatare; obiectul protocolului, care consta în colaborarea partilor în initierea si derularea planurilor de reintegrare sociala si supraveghere, avându-se în vedere reintegrarea sociala a persoanelor asistate si consiliate de catre serviciile de reintegrare sociala si supraveghere; tipul de servicii specializate de care pot beneficia persoanele asistate si consiliate; durata protocolului; obligatiile partilor; data încheierii protocolului; semnatura partilor B Asistenta si consilierea persoanelor condamnate din unitatile penitenciare – scop, procedura Scop Serviciile de reintegrare sociala si supraveghere coopereaza cu personalul specializat în asistenta si consiliere din cadrul administratiei penitenciare, în scopul îndreptarii si reintegrarii sociale a persoanelor condamnate la o pedeapsa cu privare de libertate Procedura Serviciile de reintegrare sociala si supraveghere, împreuna cu personalul specializat în asistenta si consiliere din cadrul administratiei penitenciarelor, pot derula programe privind activitati lucrative, socio-educative, de instruire scolara si formare profesionala pentru persoanele condamnate Fiecare serviciu de reintegrare sociala si supraveghere de pe lânga tribunalul în a carui circumscriptie se afla una sau mai multe unitati penitenciare poate încheia un protocol de colaborare cu administratia sau administratiile penitenciare, în vederea stabilirii de comun acord a categoriilor de persoane condamnate care pot fi incluse în programe de resocializare, precum si a continutului si duratei acestor programe Includerea persoanelor condamnate la o pedeapsa cu privare de libertate în astfel de programe este posibila numai cu acordul acestora În activitatea de asistenta si consiliere, serviciile de reintegrare sociala si supraveghere vor acorda o atentie deosebita condamnatilor minori si tineri, persoanelor condamnate care întâmpina dificultati în mentinerea legaturilor cu familia, precum si pregatirii pentru liberare a persoanelor condamnate În toate cazurile, activitatea de asistenta si consiliere derulata de serviciile de reintegrare sociala si supraveghere înceteaza în urmatoarele cazuri: la cererea persoanei asistate si consiliate; urmare a lipsei de cooperare sau a comportamentului neadecvat al persoanei asistate si consiliate; la expirarea duratei asistentei si consilierii Capitolul IV din O G nr 92/2000, intitulat „Dispozitii tranzitorii si finale”, contine, pe de o parte, prevederi referitoare la initierea tuturor demersurilor necesare în vederea aplicarii dispozitiilor actului normativ invocat mai sus, care constau în: suplimentarea, prin hotarâre a Guvernului, a numarului de posturi aprobat pentru Ministerul Justitiei si pentru unitatile din sistemul justitiei; asigurarea cheltuielilor de personal de reintegrare sociala si supraveghere, în cadrul cheltuielilor de personal aprobate prin buget Ministerului Justitiei; modificarea nomenclatorului de functii si introducerea functiei de consilier de reintegrare sociala si supraveghere, precum si a functiei de inspector de reintegrare sociala si supraveghere Pe de alta parte, în cadrul acestui capitol se reglementeaza intrarea în vigoare a O G nr 92/2000, termenul în care se adopta Regulamentul de aplicare a dispozitiilor ordonantei sus mentionate, precum si situatia centrelor experimentale de probatiune Astfel, prezenta ordonanta intra în vigoare la 60 de zile de la publicarea în Monitorul Oficial al României, cu exceptia dispozitiilor referitoare la activitatea serviciilor de reintegrare sociala si supraveghere, care se aplica dupa numirea în functie a consilierilor de reintegrare sociala si supraveghere prin ordin al ministrului justitiei, dar nu mai târziu de 30 zile de la aprobarea bugetului de stat pe anul 2001 În termen de 60 de zile de la publicarea prezentei ordonante, se adopta, prin hotarâre a Guvernului, regulamentul de aplicare a dispozitiilor prezentei ordonante Pe data numirii în functie a consilierilor de reintegrare sociala si supraveghere, centrele experimentale de probatiune îsi înceteaza activitatea, însa organizatiile neguvernamentale care au sprijinit aceste centre vor putea colabora în continuare cu serviciile de reintegrare sociala si supraveghere, conform legii II Elemente de drept penal si procesual penal Elemente de drept penal Infractiunea Sanctiunile în dreptul penal Infractiunea Potrivit art 17 C p , “Infractiunea este fapta care prezinta pericol social, savârsita cu vinovatie si prevazuta de legea penala” Infractiunea, ca fenomen ce se petrece în realitatea sociala, îmbraca aspectele de a fi: material – reprezinta o manifestare exterioara a individului; uman – reprezinta o activitate omeneasca; social – se îndreapta împotriva relatiilor sociale; moral – politic – reprezinta atitudinea morala si politica a faptuitorului fata de valorile sociale; juridic – reprezinta o încalcare a unei norme de drept penal Notiunea de infractiune data prin dispozitiile art 17 C p reprezinta o maxima generalizare la care s-a ajuns prin abstragerea trasaturilor fiecarei fapte prevazute în partea speciala a codului penal: pericolul social, vinovatia si prevederea în lege Importanta notiunii generale de infractiune data de Codul penal este întreita, deoarece: reprezinta o regula de drept care ghideaza legiuitorul în stabilirea faptelor care urmeaza sa fie prevazute în legea penala ca infractiuni, precum si în scoaterea din sfera ilicitului penal a acelor fapte care nu mai sunt periculoase ori nu se mai savârsesc; serveste la delimitarea infractiunilor de alte fapte extra penale; reprezinta un ghid de care practicianul se foloseste în aplicarea legii Dupa cum se degaja din definitia data de art 17 C p , infractiunea are trei trasaturi esentiale: fapta care prezinta pericol social, savârsita cu vinovatie si prevazuta de legea penala Fapta care prezinta pericol social Aceasta trasatura esentiala a infractiunii releva aspectul material si social al infractiunii Din multitudinea activitatilor sociale ale individului, sunt incriminate numai activitatile prin care se aduce atingere valorilor sociale Prin urmare, numai activitatile omenesti sunt susceptibile de a prezenta pericol social, caci numai omul se afla în relatii sociale În acest sens, trebuie subliniat faptul ca reactia animalului sau evenimentele naturii care prin consecintele lor sunt periculoase, nu prezinta pericol social, chiar daca rezultatul se produce în societate, ci doar pericol natural Fapta care prezinta pericolul social al unei infractiuni este fapta prin care se aduce atingere valorilor sociale prevazute de art 1 C p, si pentru sanctionarea careia este necesara aplicarea unei pedepse (art 18 C p ) În doctrina, pericolul social ca trasatura a infractiunii îmbraca doua forme: generic (abstract) si concret Pericolul social generic (abstract) este apreciat de legiuitor în momentul incriminarii faptei socialmente periculoasa în norma penala, pe baza unor date obiective si subiective, precum: importanta valorii sociale ocrotite; gravitatea vatamarii ce i se poate aduce valorii sociale; frecventa faptelor ce se pot savârsi; persoana faptuitorului; împrejurarile în care se pot savârsi astfel de fapte, etc Pericolul social concret este pericolul pe care îl prezinta o fapta concreta savârsita de o persoana si este apreciat de instanta judecatoreasca cu prilejul judecarii faptei Astfel, pericolul social concret al faptei savârsite se reflecta în sanctiunea penala aplicata Conform art 18¹ C p , la stabilirea în concret a gradului de pericol social se tine seama de modul si mijloacele de savârsire a faptei, de scopul urmarit, de împrejurarile în care a fost comisa fapta, de urmarea produsa sau care s-ar fi putut produce, precum si de persoana si conduita faptuitorului Totodata, acelasi art 18¹ C p prevede ca “Nu constituie infractiune fapta prevazuta de legea penala, daca prin atingerea minima adusa uneia dinre valorile aparate de lege si prin continutul ei concret, fiind lipsita în mod vadit de importanta, nu prezinta gradul de pericol social al unei infractiuni ” În aceasta situatie, procurorul sau instanta aplica una din sanctiunile cu caracter administrativ prevazute de art 91 C p – mustrarea; mustrarea cu avertisment; amenda Fapta savârsita cu vinovatie – notiune; formele vinovatiei Notiune O a doua trasatura esentiala a infractiunii ce se desprinde din definitia legala a acesteia (art 17) se refera la savârsirea faptei cu vinovatie Vinovatia reflecta aspectul subiectiv al infractiunii si cuprinde atitudinea psihica a faptuitorului fata de fapta savârsita si de urmarile acesteia Vinovatia este rezultatul interactiunii a doi factori: constiinta si vointa Prin urmare, vinovatia presupune o atitudine constienta, în sensul ca faptuitorul are reprezentarea actiunilor si inactiunilor sale, precum si al rezultatului periculos al acestora, si savârseste cu vointa aceste actiuni sau inactiuni, antrenând energia sa fizica spre realizarea rezultatelor urmarite Prezenta atât a factorului intelectiv cât si a celui volitiv în savârsirea unei fapte este o conditie esentiala a vinovatiei În consecinta, vinovatia nu poate exista la savârsirea unei fapte daca faptuitorul nu a voit, fiind constrâns, sau nu a putut avea reprezentarea rezultatului, din cauze neimputabile lui Formele vinovatiei Vinovatia îmbraca doua forme principale: intentia si culpa, la care se adauga si o forma mixta – praeterintentia (intentia depasita), specifica unor infractiuni Intentia este o forma principala de vinovatie definita în art 19 pct 1 C p si reprezinta atitudinea psihica a faptuitorului rezultând din prevederea rezultatului faptei sale si urmarirea acelui rezultat prin savârsirea faptei, ori numai acceptarea acelui rezultat Intentia este cunoscuta sub doua modalitati: directa si indirecta Intentia directa este prevazuta în art 19 pct 1 lit a C p si se caracterizeaza prin prevederea rezultatului faptei si urmarirea acelui rezultat prin savârsirea faptei Intentia indirecta este prevazuta în art 19 pct 1 lit b C p si se caracterizeaza prin prevederea rezultatului de catre faptuitor, rezultat care însa nu mai este urmarit, ci acceptata eventualitatea producerii lui Culpa este o forma principala de vinovatie definita în art 19 pct 2 C p si consta în atitudinea psihica a faptuitorului care prevede rezultatul faptei sale, nu-l accepta, socotind fara temei ca acesta nu se va produce, ori nu prevede rezultatul faptei sale, desi putea si trebuia sa-l prevada Culpa este cunoscuta sub doua modalitati: culpa cu prevedere si culpa simpla Culpa cu prevedere se caracterizeaza prin aceea ca faptuitorul prevede rezultatul faptei sale, rezultat pe care nu-l urmareste, nu-l accepta si considera fara temei ca acesta nu se va produce Culpa simpla se caracterizeaza prin aceea ca faptuitorul nu prevede rezultatul faptei sale, desi putea si trebuia sa-l prevada Praeterintentia (intentia depasita) este o forma mixta de vinovatie ce cuprinde intentia si culpa reunite Praeterintentia este forma de vinovatie ce se realizeaza prin savârsirea unei fapte cu intentie si producerea unui rezultat mai grav decât cel urmarit ori acceptat de faptuitor în momentul savârsirii faptei, rezultat ce se imputa acestuia sub forma culpei, deoarece nu l-a prevazut, desi trebuia si putea sa-l prevada Prin urmare, o caracteristica a infractiunilor praeterintentionate este împrejurarea ca faptuitorul savârseste o fapta urmarind un anumit rezultat, dar care rezultat se amplifica, devenind mai grav, realizând continutul unei alte infractiuni (ex lovirile sau vatamarile cauzatoare de moarte, art 183 C p ) sau o varianta agravata a infractiunii initiale (ex tâlharia care a avut ca urmare moartea victimei, art 211 ali 3 C p ) Fapta prevazuta de legea penala Cea de-a treia trasatura esentiala a infractiunii, asa cum se desprinde din definitia data de art 17 C p , este prevederea faptei în legea penala Prin prevederea în legea penala a faptei socialmente periculoasa, ce se savârseste cu vinovatie, se realizeaza diferentierea infractiunii fata de celelalte forme de ilicit juridic Aceasta trasatura esentiala a infractiunii decurge din principiul fundamental al legalitatii în dreptul penal, consacrat în art 2 C p Pentru existenta oricarei infractiuni trebuie întrunite cumulativ cele trei trasaturi esentiale prezentate mai sus Lipsa oricareia din aceste trei trasaturi conduce la înlaturarea caracterului penal al faptei Continutul constitutiv al infractiunii Continutul constitutiv al infractiunii desemneaza totalitatea conditiilor prevazute în norma de incriminare cu privire la actul de conduita interzis, pe care le îndeplineste faptuitorul ori devin relevante prin savârsirea actiunii sau inactiunii de catre acesta Actiunea faptuitorului, interzisa prin norma penala, reprezinta o componenta esentiala a continutului constitutiv al infractiunii, fiind cercetata în doctrina sub doua aspecte: obiectiv si subiectiv Aspectul obiectiv sau latura obiectiva si aspectul subiectiv sau latura subiectiva reprezinta aspecte ale aceleiasi manifestari voluntar constiente a faptuitorului în sfera relatiilor sociale Latura obiectiva – notiune, elemente, cerinte esentiale Notiune Latura obiectiva a continutului constitutiv al infractiunii desemneaza totalitatea conditiilor cerute de norma de incriminare privitoare la actul de conduita pentru existenta infractiunii Elemente Doctrina penala recunoaste trei elemente componente ale laturii obiective a infractiunii: elementul material urmarea imediata legatura de cauzalitatea între elementul material si urmarea imediata a) Elementul material desemneaza actul de conduita interzis prin norma de incriminare Elementul material poate fi o actiune sau o inactiune Actiunea sub care se poate prezenta elementul material desemneaza o atitudine a faptuitorului prin care face ceva, ce legea penala ordona sa nu se faca Actiunea se poate realiza prin acte materiale, prin cuvinte sau prin scris Inactiunea desemneaza atitudinea faptuitorului care nu face ceva ce legea penala ordona sa se faca Inactiunea nu constituie element material al infractiunii daca nu exista o obligatie legala sau conventionala de a nu ramâne în pasivitate, pentru a împiedica o alta energie sa produca rezultatul periculos Elementul material poate apare în continutul infractiunii într-o varianta unica, când consta fie într-o actiune, fie într-o inactiune, sau în mai multe variante alternative, când consta din mai multe actiuni sau inactiuni Cerintele esentiale ale elementului material ajuta la caracterizarea faptei ca infractiune, si ele pot privi locul savârsirii faptei (ex în public, pentru infractiunea de calomnie, art 206 C p ) ori timpul savârsirii faptei (ex uciderea copilului nou nascut imediat dupa nastere, art 177 C p ) sau modul si mijloacele de savârsire a faptei (ex falsificarea unui înscris oficial prin contrafacerea scrierii ori a subscrierii sau prin alterarea în orice mod, art 288 C p ) b) Urmarea imediata reprezinta vatamarea adusa valorii sociale ocrotita prin fapta interzisa Urmarea socialmente periculoasa trebuie sa fie imediata, adica sa fie rezultatul nemijlocit al actiunii sau inactiunii, si nu un rezultat mijlocit, îndepartat Uneori, în continutul infractiunii se întâlnesc referiri la urmarea produsa prin infractiune: infractiunile ce au în continut referiri la rezultatul produs sunt infractiuni materiale, de rezultat Rezultatul este perceptibil si trebuie constatat pentru calificarea faptei ca infractiune Daca rezultatul nu s-a produs, a ramas în faza de tentativa, creîndu-se o stare de pericol pentru valoarea sociala ocrotita când în continutul infractiunii nu sunt referiri cu privire la rezultat, astfel de infractiuni se numesc infractiuni de pericol, formale În cazul acestor infractiuni, rezultatul consta într-o stare contrara celei existente anterior, în care este afectata desfasurarea normala a relatiilor sociale legate de obiectul ocrotirii penale Aceasta stare de pericol nu este prevazuta în continutul infractiunii, ci ea se deduce din însasi savârsirea faptei c) Legatura de cauzalitate este liantul între elementul material (cauza) si urmarea imediata (efectul) cerut de lege pentru existenta infractiunii Legatura de cauzalitate între elementul material si urmarea imediata, desi nu este prevazuta în continutul juridic al infractiunii, caracterizeaza orice infractiune în cazul infractiunilor de rezultat, este necesara cercetarea legaturii de cauzalitate, deoarece urmarea imediata se materializeaza printr-un rezultat, printr-o schimbare în realitatea obiectiva în cazul infractiunilor de pericol, stabilirea legaturii de cauzalitate nu este necesara, ea rezultând din savârsirea faptei – “ex re” Latura subiectiva – notiune, structura, cerinte esentiale Notiune Latura subiectiva ca element al continutului constitutiv al infractiunii cuprinde totalitatea conditiilor cerute de lege cu privire la atitudinea constiintei si vointei infractorului fata de fapta si urmarile acesteia, pentru caracterizarea faptei ca infractiune Structura Elementul subiectiv (vinovatia) reprezinta elementul esential al laturii subiective Elementul subiectiv reprezinta atitudinea psihica a persoanei care a savârsit o fapta, fata de fapta si urmarile acesteia, atitudine exprimata în vinovatia ceruta de lege pentru existenta acelei infractiuni Ca element al continutului infractiunii, vinovatia va exista numai atunci când elementul material al infractiunii a fost savârsit cu forma de vinovatie ceruta de lege Vinovatia ca element al continutului infractiunii se poate prezenta sub una din formele prevazute de art 19 C p , prezentate mai sus Ca element al continutului infractiunii, vinovatia trebuie prevazuta în continutul juridic al fiecarei infractiuni Deci în norma de incriminare a faptei, este necesara prevederea si a vinovatiei cu care fapta savârsita devine infractiune Regulile dupa care se determina forma de vinovatie necesara pentru existenta unei anumite infractiuni sunt stabilite în art 19 alin 2 si 3 C p Aceste doua reguli generale se refera una la infractiunile comisive si una la infractiunile omisive, astfel: fapta constând într-o actiune savârsita din culpa este infractiune numai daca se prevede expres în continutul juridic al infractiunii Prin urmare, faptele ce constau în actiune sunt întotdeauna infractiuni când se savârsesc cu intentie, iar din cupla numai când se prevede expres aceasta fapta constând în inactiune constituie infractiune fie ca se savârseste cu intentie, fie din culpa, afara de cazul în care legiuitorul restrânge sanctionarea ei numai când se savârseste cu intentie Cerinte esentiale Pe lânga elementul subiectiv (vinovatia), în continutul unor infractiuni sunt prevazute si anumite cerinte esentiale, care întregesc elementul subiectiv si pot privi mobilul sau scopul cu care se savârsesc faptele Mobilul sau cauza interna a actului de conduita desemneaza acel sentiment ce a condus la nasterea în mintea faptuitorului a ideii savârsirii unei anumite fapte Existenta mobilului în savârsirea faptelor infractionale este apreciata ca un indiciu de normalitate psihica a faptuitorului Mobilul faptei poate aparea ca element cirsumstantia în continutul calificat al unei infractiuni sau poate constitui circumstanta agravanta generala, fiind cuprins în denumirea generica de “motive josnice” (art 75 lit d C p – lacomia, ura, razbunarea, gelozia, etc ) Scopul sau telul urmarit prin savârsirea faptei întregeste elementul subiectiv al infractiunii si presupune reprezentarea clara a rezultatului faptei de catre faptuitor Cunoasterea scopului urmarit de faptuitor prezinta importanta în individualizarea sanctiunilor de drept penal Scopul apare destul de rar în continutul juridic al infractiunii, desemnând o finalitate ce se situeaza în afara infractiunii Uneori, scopul este atasat elementului obiectiv al infractiunii, având sensul de destinatie (ex detinerea de secrete în scopul transmiterii acestora unei organizatii straine, art 157 C p ) Scopul poate aparea si ca element circumstantial în continutul calificat al unor infractiuni (ex savârsirea omorului pentru a savârsi sau ascunde savârsirea unei tâlharii sau piraterii, art 176 lit d C p ) Sanctiunile în dreptul penal Sanctiunile de drept penal reprezinta consecinte ale încalcarii normelor penale Prin aplicarea sanctiunilor de drept penal se restabileste ordinea de drept, se realizeaza atât prevenirea savârsirii de infractiunidin partea celui sanctionat, cât si prevenirea altora care ar fi tentati sa savârseasca fapte interzise prin normele penale Sanctiunile de drept penal au urmatoarele caractere, care le diferentiaza de celelalte sanctiuni juridice: Sunt prevazute în norme penale si se aplica ori se iau numai de organele penale; Au caracter retributiv, represiv, implicând o restrângere a drepturilor, o privatiune, o suferinta; Au ca scop prevenirea savârsirii de noi infractiuni; Sunt necesare pentru apararea valorilor sociale si sunt inevitabile atunci când s-a stabilit raspunderea penala a faptuitorului Felurile sanctiunilor de drept penal În general, sunt cunoscute trei categorii de sanctiuni de drept penal: pedepsele, masurile de siguranta si masurile educative Dintre acestea, doar pedepsele sunt sanctiuni penale, celelalte fiind sanctiuni de drept penal Pedepsele (Titlul III al partii generale a codului penal, art 52-89) sunt sanctiuni specifice dreptului penal si sunt cele mai grele sanctiuni juridice, cu caracter aflictiv si care sunt menite sa împiedice faptuitorul sa comita noi fapte periculoase, sa-l determine pe acesta sa-si schimbe atitudinea sa antisociala prin actiunea modelatoare coercitiva si educativa ce-o exercita pedeapsa asupra lui Pedeapsa se aplica ori de câte ori s-a stabilit raspunderea penala a infractorului, având un caracter inevitabil Masurile educative (Titlul V al codului penal, art 99-109: mustrarea, libertatea supravegheata, internarea într-un centru de reeducare, internarea într-un institut medical educativ) sunt sanctiuni de drept penal care se iau împotriva minorilor care au savârsit infractiuni Spre deosebire de pedepse, care au în principal un rol de constrângere, masurile educative au un rol preponderent educativ, de refacere sau corectare a procesului educativ al minorilor Masurile de siguranta (Titlul VI al partii generale a codului penal,art 111-118) sunt sanctiuni de drept penal care se iau împotriva persoanelor care au savârsit fapte prevazute de legea penala, pentru a înlatura o stare de pericol si a preveni savârsirea de noi fapte prevazute de legea penala Masurile de siguranta se iau numai daca faptuitorul a savârsit o fapta prevazuta de legea penala, indiferent daca acestuia i se aplica ori nu o pedeapsa Pe lânga aceste trei categorii principale de sanctiuni de drept penal, în legislatia noastra se întâlnesc si sanctiuni cu caracter administrativ, sanctiuni civile ce constau în restituiri si despagubiri Sanctiunile cu caracter administrativ sunt prevazute în codul penal actual în art 91, fiind aplicate de procuror sau instanta de judecata în anumite cazuri (înlocuirea raspunderii penale si în cazul constatarii lipsei de pericol social concret necesar unei infractiuni) Desi sunt aplicate de organele penale, ele nu devin sanctiuni de drept penal, deosarece nu antreneaza nici o consecinta pe planul dreptului penal, de aceea sunt denumite sanctiuni extra penale Pedepsele Notiune Conform art 52 C p , “pedeapsa este o masura de constrângere si un mijloc de reeducare a condamnatului” Din notiunea pedepsei, se desprind urmatoarele trasaturi caracteristice ale acesteia: pedeapsa este o masura de constrângere, o masura de represiune pentru cel ce a încalcat dispozitiile imperative ale normei penale; pedeapsa este un mijloc de reeducare Pfrin aplicarea pedepsei nu se urmareste doar reprimarea infractorului, ci si formarea unei noi atitudini a acestuia fata de valorile sociale; pedeapsa este prevazuta de lege Prevederea pedepsei în lege decurge din principiul legalitatii în dreptul penal, exprimând implicit caracterul de constrângere statala ce se realizeaza prin pedeapsa; pedeapsa este aplicata numai de catre instantele judecatoresti; pedeapsa se aplica infractorului, adica persoanei care a savârsit cu vinovatie o fapta prevazuta de legea penala si care prezinta pericol social, deci pedeapsa are caracter personal; pedeapsa se aplica în scopul prevenirii savârsirii de noi infractiuni Scop Conform art 52 alin (1) C p , “scopul pedepsei este prevenirea savârsirii de noi infractiuni” Prevenirea savârsirii de noi infractiuni se realizeaza atât pentru cel caruia i se aplica o pedeapsa care este menita sa asigure constrângerea si reeducarea infractorului, asa numita preventie speciala, cât si pentru ceilalti destinatari ai legii penale care, sub amenintarea cu pedeapsa prevazuta în norma penala, îsi conformeaza conduita exigentelor acesteia, asa numita preventie generala Potrivit art 53 C p , pedepsele sunt principale, complimentare si accesorii Pedepsele principale ( art 54-63 Cod Penal ) Dispozitii generale Pedepsele principale sunt acele pedepse care au un rol important în sanctionarea infractorului, care sunt prevazute în lege pentru orice infractiune Ele se pot aplica singure sau însotite de alte pedepse complimentare si de alte sanctiuni de drept penal (de ex : masuri de siguranta) Felurile pedepselor principale Pedepsele principale în dreptul penal român sunt prevazute expres în art 53 C p , astfel cum a fost modificat prin dispozitiile Legii nr 140 din 5 noiembrie 1996 Sunt astfel pedepse principale: a) detentiunea pe viata; b) închisoarea de la 15 zile la 30 de ani; e) amenda de la 100 000 la 50 000 000 lei: Pedepsele principale din legislatia româna, în ordinea gravitatii lor, sunt : detentiunea pe viata, închisoarea si amenda Detentiunea pe viata Notiune si caracterizare Detentiunea pe viata este o pedeapsa principala si reprezinta cea mai severa pedeapsa din legislatia penala actuala Consta în lipsirea de libertate a condamnatului pentru restul vietil lui Pedeapsa detentiunii pe viata este privativa de libertate, dar nu cu caracter temporar cum este închisoarea, ci cu caracter perpetuu (permanent) Detentiunea pe viata a fost introdusa prin Decretul-lege nr 6 din 7 ianuarie 1990, înlocuind pedeapsa cu moartea Detentiunea pe viata este o pedeapsa principala, prevazuta în Codul penal art 53 lit a; art 54 - 55² C p In partea speciala a codu1ui penal si în legile penale speciale sunt prevazute faptele deosebit de grave pentru care se poate aplica pedeapsa detentiunii pe viata In codul penal, pedeapsa cu detentiunea pe viata este prevazuta spre ex : pentru infractiunile grave contra sigurantei statu1ui (art 155-163 si art 167 C p ), pentru infractiuni1e de omor deosebit de grav (art 176 C p ), pentru infractiunile grave contra sigurantei transporturilor (distrugerea si semnalizarea fa1sa care a avut ca urmare o catastrofa de cale ferata (art 276 al 3 C p), pentru unele infractiuni grave contra capacitatii de aparare:capitularea (art 338 C p ); parasirea câmpului de lupta (art 339 C p); unele infractiuni contra pacii si omenirii Pedeapsa cu detentiunea pe viata este prevazuta si în legile penale speciale pentru fapte deosebit de grave: împiedicarea exploatarii aero-navei (art 107 c aerian), împiedicarea exploatarii navei (art 123 al 3 din Decretu1 nr 443/1972 privind navigatia civila) Pedeapsa cu detentiunea pe viata este prevazuta alternativ cu pedeapsa închisorii de pâna la 25 de ani pentru marea rnajoritate a infractiunilor, oferind largi posibilitati de individualizare judiciara si recurgerea la pedeapsa cu detentiunea pe viata numai în cazuri extreme Pedeapsa cu detentiunea pe viata nu este alternativa cu închisoarea, ci unica, în doua cazuri : pentru infractiunea de genocid savârsita în tirnp de razboi (art 357 a1 2 C p ) si pentru infractiunea de tratamente neomenoase savârsite în tirnp de razboi (art 358 al 4 C p ) Spre deosebire de pedeapsa cu moartea, detentiunea pe viata are avantajul ca poate fi retrasa în caz de eroare judiciara Detentiunea pe viata este o pedeapsa absolut determinata si sub acest aspect nu poate fi adaptabila Neaplicarea pedepsei detentiunii pe viata l Detentiunea pe viata, desi prevazuta pentru infractiunea savârsita, nu va putea fi aplicata daca infractorul, la data pronuntarii hotarârii de condamnare, a împlinit vârsta de 60 de ani (art 55 C p ) În astfel de cazuri, în locul pedepsei detentiunii pe viata se aplica pedeapsa închisorii pe timp de 25 de ani si pedeapsa interzicerii unor drepturi 2 Pedeapsa detentiunii pe viata nu se aplica nici infractorului minor (art 109 al 2 C p ), acestuia aplicându-i-se pedeapsa închisorii de la 5 la 20 de ani Având în vedere ca pentru majoritatea infractiunilor pentru care se prevede pedeapsa detentiunii pe viata, este prevazuta si pedeapsa alternativa a închisorii între 15 si 25 de ani, consideram ca aplicarea pedepsei pe 25 de ani în cazul prevazut de art 55 C p ori a pedepsei închisorii între 5 si 20 de ani în cazul prevazut de art 109 al 2 C p pentru rninori - se va putea dispune numai daca initial instanta optase, între cele doua pedepse alternative, pentru pedeapsa detentiunii pe viata, pedeapsa pe care nu o poate aplica Închisoarea Notiune si caracterizare Inchisoarea este o pedeapsa principala, privativa de libertate, si consta în lipsirea condamnatului de libertate prin plasarea lui într-un mediu închis, unde este supus unui regim de viata si de munca impus Continutul pedepsei închisorii consta în izolarea condamnatului de societate, de familie, scoaterea acestuia din mediul sau de viata, pe o perioada determinata prin hotarârea de condamnare si supunerea acestuia unui regim de viata ordonat, sever, pentru a determina o schimbare în constiinta si atitudinea sa fata de valorile sociale Pedeapsa închisorii, datorita calitatilor sale de a fi adaptabila si revocabila, precum si ca îmbina constrângerea cu reeducarea, este prevazuta ca sanctiune aproape pentru toate infractiunile Pedeapsa închisorii este prevazuta în legislatia penala de cele mai multe ori singura, si într-o anumita masura ca pedeapsa alternativa cu amenda ori cu pedeapsa detentiunii pe viata În legislatia penala româna limitele generale ale pedepsei închisorii sunt prevazute între 15 zile si 30 de ani (art 53 pct 1 lit b C p ) In partea speciala a codului penal, pedeapsa închisorii este prevazuta în limita maxima speciala de 25 de ani, care poate fi depasita pâna la maximul general de 30 de ani, în prezenta cauzelor si circumstantelor de agravare (art 80 al 3 C p ) Regimul de executare Regimul de executare a pedepsei închisorii a facut obiect de cercetare pentru stiintele penale începând cu sec XVIII În general, sunt cunoscute în legislatii mai multe regimuri de executare a pedepsei închisorii: regimul detinerii în comun, regimul izolarii celulare (filadelfian sau pensilvanian), regimul mixt (auburnian), regimul progresiv (irlandez) si regimul deschis sau pe încredere În dreptul penal român, regimu1 de executare a pedepsei închisorii tinând de esenta si functionalitatea acesteia este reglementat principial în codul penal Cunoasterea regimului de executare a pedepsei închisorii ajuta la o buna individualizare a acesteia, la asigurarea legalitatii în aplicarea si executarea pedepsei Normele principale din codul penal (art 56-58} se completeaza cu dispozitiile Legii nr 23/1969 privind executarea pedepselor Potrivit dispozitiilor art 56 al 1 C p , regimul executarii pedepsei închisorii se întemeiaza pe obligatia condamnatului de a presta o munca utila, pe actiunea educativa ce se desfasoara cu condamnatii, pe respectarea de catre acestia a disciplinei si a ordinii interioare la locurile de detinere, pe stimularea si recompensarea celor staruitori în munca, disciplinati si care dau dovezi temeinice de îndreptare Dupa cum se poate observa, din economia dispozitiilor art 56 C p , regimul executarii pedepsei închisorii este întemeiat în principal pe obligatia condamnatilor de a presta o munca utila ca scop educativ si preventiv In adevar, valentele educative ale muncii organizate determina la condamnati deprinderea de a munci, obtinerea unei pregatiri (calificari) astfel ca la terminarea executarii pedepsei, acestia sa se integreze cât mai usor în societate Obligatia de a munci revine condamnatilor apti pentru aceasta (art 56 al 1 C p ) Nu au obligatia de a munci condamnatii barbati care au împlinit 60 de ani si condamnatele femei care au împlinit 55 de ani, dar si acestia pot fi adrnisi la munca daca cer si daca sunt apti din punct de vedere medical, fapt dovedit pe baza avizului medical Pentru reeducarea condamnatilor trebuie folosite toate mijloacele pe care codul penal si legea privind executarea pedepselor le stabilesc în legatura cu regimul de executare a pedepselor Munca de reeducare nu se bazeaza numai pe stimulente si recompense, ci implica si sanctiuni atunci când este cazul, toate acestea gasindu-si consacrarea în legea privind executarea pedepselor Regimul de detinere Executarea pedepsei închisorii se face în locuri de detinere anume destinate, numite penitenciare Regimul de executare este cel al detinerii în comun Condamnatele femei executa pedeapsa închisorii separat de condamnatii barbati (art 57 al 2 C p ) Condamnatii mai sunt separati la locurile de detinere dupa natura infractiunii savârsite, durata pedepsei, starea de recidiva, precum si în functie de comportarea si receptivitatea acestora la actiunile de reeducare Regimul de munca Având în vedere rolul esential al muncii în cadrul regimului de executare a pedepsei închisorii, ca mijloc important de reeducare a condamnatilor, în codul penal si cu deosebire în legea privind executarea pedepselor au fost înscrise dispozitii cu privire la desfasurarea acesteia Munca se desfasoara cu respectarea normelor de protectie a muncii si a celor ce privese concediul de maternitate Aceasta înseamna ca drepturile acordate salariatilor privind protectia muncii sunt prevazute si pentru condamnati (ca de ex : timp de lucru mai redus în locurile de munca cu toxicitate, echipament de protectie, antidoturi etc ), iar femeile gravide nu vor fi folosite la munca în perioada corespunzatoare concediului de nastere si nu vor fi folosite în locuri de munca cu toxicitate dupa ce au nascut ori au copii mai mici de 1 an Durata zilei de munca nu poate depasi 12 ore Folosirea condamnatilor la munca se face potrivit calificarii profesiona1e a acestora, iar daca nevoile de munci calificate sunt satisfacute, pot fi folositi si la munci necalificate Retribuirea muncii condamnatilor se face dupa cantitatea si calitatea acesteia, potrivit normelor stabilite din ramura de activitate unde acestia muncesc Din retributia cuvenita pentru munca prestata 10 % revine condamnatului, iar restul administratiei penitenciarului, care se face venit la stat Cota este de 50 % pentru condamnat din sumele cuvenite acestuia pentru inventii si inovatii create în timpul executarii pedepsei închisorii, iar restul se face venit la stat Partea din retributie care revine condamnatului se consemneaza la CEC Din aceste sume 1/3 pot fi folosite de condamnat în timpul executarii pedepsei, iar restul de 2/3 i se înmâneaza la eliberarea din penitenciar Amenda Notiune si caracterizare Arnenda este pedeapsa principala pecuniara ce consta în suma de bani pe care infractorul este condamnat sa o plateasca în contul statului Amenda ca sanctiune juridica este cunoscuta în legislatie atât ca sanctiune penala, cât si ca sanctiune administrativa, disciplinara, civila, fiscala, procedurala Amenda penala se deosebeste de toate celelalte prin caracterul sau specific coercitiv Pedeapsa amenzii, ca orice pedeapsa principala, se aplica numai de catre instanta judecatoreasca, ca urmare a stabilirii raspunderii penale a infractorului pentru fapta comisa Amenda-sanctiune penala se înregistreaza în cazierul judiciar si constituie antecedent penal al persoanei condamnate Datorita caracteristicilor sale de a fi adaptabila, remisibila, amenda este frecvent prevazuta pentru sanctionarea faptelor care prezinta un pericol social redus Functia de constrângere a pedepsei amenzii se realizeaza prin micsorarea patrimoniului condamnatului si implicit o îngreunare a vietii acestuia Pentru a asigura caracterul personal al pedepsei amenzii si a limita rasfrângerea acesteia asupra familiei condamnatului, prin dispozitiile art 63 al ultim C p s-a prevazut ca la adaptarea amenzii se va tine seama de criteriile generale de individualizare a pedepsei prevazute în art 72 C p , amenda stabilindu-se într-un cuantum care sa nu puna pe infractor în situatia de a nu-si îndeplini îndatoririle privitoare la întretinerea, cresterea, învatatura si pregatirea profesionala a persoanelor fata de care are aceste obligatii legale Cadrul si limitele amenzii Pedeapsa amenzii este prevazuta în partea generala a codului penal în art 63 si 63¹ Amenda este prevazuta în dreptul penal român numai ca pedeapsa principala Ea este prevazuta ca pedeapsa unica pentru un numar foarte mic de infractiuni, si în legile nepenale cu dispozitiuni penale (de ex : în codul silvic) Pedeapsa amenzii este prevazuta alternativ cu pedeapsa închisorii de pâna la 2 ani, aproape pentru toate infractiunile Limitele generale ale amenzii sunt stabilite prin dispozitiile art 53 lit c C p între 100 000 lei si 50 000 000 lei Aceste limite foarte largi permit o buna individualizare a pedepsei amenzii Limitele speciale ale amenzii sunt stabilite pentru fiecare infractiune în parte, limite care se cuprind între limitele generale Este posibil ca legiuitorul sa nu prevada limitele speciale ale amenzii, ci doar ca infractiunea se pedepseste cu amenda In astfel de situatii sunt aplicabile dispozitiile din partea generala a codului penal (art 63 alin 2 si 3) care stabilesc limitele amenzii Astfel amenda are limite speciale între 150 000 lei si 10 000 000 lei daca este prevazuta ca pedeapsa unica pentru sanctionarea unei infractiuni si nu-i sunt aratate limitele (art 63 al 2 C p ) Daca amenda este alternativa cu închisoarea si nu îi sunt aratate limitele, atunci limitele acesteia, potrivit art 63 al 3 C p , sunt între 250 000 lei si 15 000 000 lei când este alternativa cu închisoarea de cel mult 1 an si între 350 000 lei si 30 000 000 lei când este alternativa cu închisoarea mai mare de 1 an Limitele generale ale amenzii nu pot fi depasite în cazul aplicarii cauzelor de agravare sau de atenuare (art 63 al 4 C p ) Pedepsele complimentare si pedepsele accesorii ( art 64-71 Cod Penal ) Pedepsele complimentare Notiune Pedepsele complimentare sunt menite sa completeze represiunea instituita prin pedeapsa principala Pedepsele complimentare sunt prevazute de lege, aplicate de instanta judecatoreasca numai pe lânga o pedeapsa principala Ca sanctiune penala, si pedepsele complimentare îndeplinesc alaturi de pedepsele principale functii de constrângere, de reeducare si de exemplaritate Prevenirea savârsirii de noi infractiuni ca scop al pedepsei principale se realizeaza si de catre pedepsele complimentare Felurile pedepselor complimentare Dupa obiectul asupra caruia poarta constrângerea ce o instituie, pedepsele complimentare sunt privative de drepturi (interzicerea unor drepturi si degradarea militara) In dreptul penal român pedepsele complimentare sunt de doua feluri: interzicerea unor drepturi si degradarea militara Pedepsele complimentare sunt reglementate în texte distincte în partea generala a codului penal si sunt prevazute de cele mai multe ori în partea speciala a codului penal si în legile speciale pe lânga pedeapsa principala Interzicerea unor drepturi Notiune Interzicerea unor drepturi este pedeapsa complimentara ce consta în interzicerea pe o perioada de timp a exercitiului anumitor drepturi ale condamnatului Interzicerea unor drepturi se pronunta de instanta de judecata, pe lânga pedeapsa principala a închisorii daca sunt îndeplinite si alte conditii ce privesc durata pedepsei pronuntate, aprecierea necesitatii acesteia de catre instanta s a Continutut interzicerii unor drepturi Potrivit art 53 pct 2 lit a si a art 64 C p , pedeapsa complimentara a interzicerii unor drepturi consta în interzicerea pe o perioada cuprinsa între 1 si 10 ani a unuia sau a mai multor drepturi din cele prevazute de lege Se pot interzice ca pedeapsa complimentara: 1) Dreptul de a alege si de a fi ales în autoritatile publice sau în functii elective publice (art 64 lit a C p ) Se interzice deci condamnatu1ui dreptul de a participa la alegerile de deputati si de a candida pentru a fi ales deputat 2) Dreptul de a ocupa o functie implicând exercitiul autoritatii de stat (art 64 lit b C p ) – ex functia de primar, prefect, etc Interzicerea acestui drept este conditionata de interzicerea drepturilor prevazute la art 64 lit a 3) Dreptul de a ocupa o functie sau de a exercita o profesie de natura aceleia de care s-a folosit condamnatul pentru savârsirea infractiunii (art 64 lit c, C p) Interzicerea acestui drept este determinata de periculozitatea condamnatului care s-a folosit de functia, de profesia sa pentru a savârsi infractiunea Prin savârsirea infractiunii folosindu-se de functia sau de profesia sa, condamnatul este socotit nedemn sa o mai exercite în continuare, pe o anumita perioada de timp, stabi1ita de instanta, între 1 si 10 ani De exemplu: se interzice exercitarea profesiei de profesor daca acesta a fost condamnat pentrii infractiunea de vatamare corporala a unui elev aflat în supravegherea sa 4) Drepturile parintesti (art 64 lit d C p ) Sunt interzise drepturile parintesti acelora care au calitatea de parinti, pentru infractiunile comise în legatura cu exercitarea acestor drepturi (de ex : rele tratamente aplicate minorului-art 306 C p ; incest-art 203 C p Prin savârsirea unor astfe1 de infractiuni parintii sunt nedemni sa mai exercite drepturile parintesti, iar prin interzicerea acestor drepturi ca pedeapsa complimentara, este ocrotit minorul 5) Dreptul de a fi tutore sau curator (art 64 lit e C p ) Interzicerea acestor drepturi este determinata de nedemnitatea infractorului, care prin infractiunile savârsite a demonstrat ca nu prezinta garantii morale sa exercite drepturile prevazute în codul familei pentru tutore sau curator Conditii de aplicare Pedeapsa complimentara a interzicerii unor drepturi se aplica de instanta judecatoreasca pe lânga pedeapsa închisorii de cel putin 2 ani Din economia dispozitiilor art 65, rezulta ca interzicerea unor drepturi se aplica numai pe lânga o pedeapsa principala stabilita pentru o infractiune Aceasta înseamna ca interzicerea unor drepturi nu va putea fi aplicata pe lânga o pedeapsa rezultanta, în caz de pluralitate de infractiuni, daca nu a fost mai întâi aplicata pe lânga o pedeapsa stabilita pentru infractiunile ce au format pluralitatea Aplicarea pedepsei complimentare a interzicerii unor drepturi este obligatorie ori de câte ori este prevazuta în lege, cu conditia ca pedeapsa principala sa fie închisoarea de cel putin 2 ani Aplicarea pedepsei complimentare a interzicerii unor drepturi este facultativa în cazurile în care nu este prevazuta pentru infractiunea respectiva, dar instanta apreciaza motivat ca, fata de natura si gravitatea infractiunii, împrejurarile cauzei si persoana infractorului, este necesara aplicarea acesteia (art 65 al l C p ) si în cazul aplicarii facultative a interzicerii unor drepturi este necesar ca pedeapsa principala sa fie închi-soarea de cel putin 2 ani Executarea pedepsei Potrivit dispozitiilor art 66 C p , interzicerea unor drepturi se executa dupa executarea pedepsei principale, dupa gratierea totala sau a restului de pedeapsa ori dupa prescriptia executarii pedepsei, deci întotdeauna dupa stingerea executarii pedepsei principale prin modurile prevazute de lege Degradarea militara Notiune si caracterizare Degradarea militara este pedeapsa complimentara ce consta în pierderea gradului militar si a dreptului de a purta uniforma (art 67 al 1) Potrivit naturii sale, degradarea militara este o pedeapsa privativa de drepturi, care se poate aplica numai acelor condamnati care au ca1itatea de mi1itari activi sau rezervisti Degradarea militara ca pedeapsa complimentara privativa de drepturi se deosebeste de interzicerea unor drepturi, unde exercitarea drepturilor este numai temporar interzisa (între 1 si 10 ani), prin aceea ca gradul militar si dreptul de a purta uniforma sunt pierdute pentru totdeauna, pedeapsa constând tocmai în pierderea acestora Conditii de aplicare Degradarea militara se ap1ica numai condamnatilor militari activi sau rezervisti si, din aceasta perspectiva, sfera subiectilor carora li se poate aplica este mai restrânsa decât în cazul interzicerii unor drepturi Degradarea militara se aplica în mod obligatoriu în cazul infractiunilor grave care au atras aplicarea pedepsei cu închisoarea mai mare de 10 ani sau detentiunea pe viata (art 67 al 2 C p ) Degradarea militara se poate aplica, fiind facultativa, când pedeapsa principala stabilita de instanta este închisoarea de cel putin 5 ani si de cel mult 10 ani si a fost pronuntata pentru o infractiune savârsita cu intentie (art 67 al 3 C p ) Deoarece este conditionata de cuantumul pedepsei închisorii aplicate, prevederea în partea speciala, a infractiunilor pentru care se aplica degradarea militara, nu a mai fost necesara Executarea degradarii militare Pedeapsa complimentara a degradarii militare se executa, se aduce la îndeplinire dupa ramânerea definitiva a hotarârii de condamnare Pedepsele accesorii Notiune si continut Pedepsele accesorii sunt pedepse alaturate, secundare, accesorii ale pedepse1or principale, închisoarea si detentiunea pe viata si constau în interzicerea de regula a tuturor drepturilor ce fac obiectul pedepsei complimentare a interzicerii unor drepturi pe durata executarii pedepsei, pâna la gratierea totala sau a restului de pedeapsa ori pâna la împlinirea termenului de prescriptie a executarii pedepsei (art 71 alin 2 C p) Pedeapsa accesorie decurge din executarea pedepsei privative de libertate si presupune ca în timpul executarii acesteia, condamnatului îi sunt interzise de regula toate drepturile prevazute la art 64 C p Spre deosebire de pedeapsa complimentara a interzicerii unor drepturi, care putea consta si în interzicerea unuia sau a mai multor drepturi, pedeapsa accesorie consta în interzicerea, de regula, a tuturor drepturilor prevazute în art 64 C p , fara a fi nevoie de îndeplinirea vreunei conditii Aceasta înseamna ca sunt interzise pe timpul executarii pedepselor, toate drepturile prevazute la art 64 C p , ca pedeapsa accesorie, chiar daca unele din aceste drepturi nu ar fi putut fi interzise ca pedeapsa complimentara Ratiunea instituirii pedepsei accesorii trebuie observata în incompatibilitatea exercitarii drepturilor prevazute la art 64 C p , pe timpul executarii pedepselor privative de libertate Aplicarea pedepsei accesorii Cu toate ca pedeapsa accesorie decurge de drept din pedeapsa principala a închisorii, în Codul penal s-a prevazut obligatia mentionarii în dispozitivul hotarârii de condamnare ca persoana condamnata este lipsita de drepturile aratate în art 71 C p , pe durata prevazuta de lege Mentionarea pedepsei accesorii în dispozitivul hotarârii de condamnare este necesara pentru punerea în executare a hotarârii sub aspectul interzicerii drepturilor electorale Aceasta mentionare apare cu atât mai necesara în cazul în care se dispune executarea pedepsei‚ închisorii la locu1 de munca, caz în care interzicerea drepturi1or parintesti si a drepturilor de a fi tutore sau curator este lasata la aprecierea instantei (art 71 alin ultim C p ) In acest caz, instanta de judecata va trebui sa se pronunte daca sunt interzise ca pedeapsa accesorie toate drepturile prevazute la art 64 C p sau le excepteaza pe cele prevazute la lit d si e ale aceluiasi articol - drepturile parintesti si dreptul de a fi tutore sau curator Executarea pedepsei accesorii Potrivit dispozitiilor art 71 al 2 C p , condamnarea la pedeapsa detentiunii pe viata a închisorii atrage de drept interzicerea drepturilor prevazute la art 64 C p din momentul ramânerii definitive a hotarârii de condamnare si pâna la terminarea executarii pedepsei ori stingerea pedepsei prin gratiere totala ori a restului de pedeapsa ori prin prescriptie Pedeapsa accesorie se executa între momentul când hotarârea judecatoreasca de condamnare a ramas definitiva si momentul când executarea condamnarii s-a stins Executarea pedepsei principale a închisorii nu coincide întotdeauna cu executarea pedepsei accesorii Pedeapsa accesorie poate avea o durata mai scurta decât pedeapsa închisorii când condamnatul a executat o parte din pedeapsa prin detinere preventiva Cel mai adesea pedeapsa accesorie are o durata mai lunga decât pedeapsa închisorii, caci pedeapsa accesorie începe sa fie executata de la ramânerea definitiva a hotarârii de condamnare, iar executarea pedepsei închisorii poate începe mai târziu prin încarcerarea celui condamnat, ori prin prezentarea la unitatea unde urmeaza sa execute închisoarea la locul de munca, ori executarea pedepsei închisorii poate fi amânata în cazurile prevazute de lege Executarea pedepsei accesorii dureaza pâna la executarea pedepsei ori stingerea executarii prin modalitatile prevazute de lege, deci dureaza si în timpul liberarii conditionate ca si al întreruperii executarii pedepsei, al încetarii conditionate a executarii pedepsei la locul de munca corectionala, ori al evadarii Înlocuirea raspunderii penale Înlocuirea raspunderii penale cu raspunderea ce atrage aplicarea unei sanctiuni cu caracter administrativ se poate dispune de catre instanta de judecata daca sunt îndeplinite conditiile prevazute de dispozitiile art 90 C p conditii ce privesc pe de o parte infractiunea, iar pe de alta pe infractor A Conditiile cu privire la infractiune, prevazute de lege sunt urmatoarele: a) pedeapsa prevazuta de lege pentru infractiunea savârsita este închisoarea de cel mult 1 an sau amenda, ori s-au savârsit infractiunile prevazute în art 208, 213, 215 alin 1, 217 alin 1, 219 alin 1, daca valoarea pagubei nu depaseste 100 000 lei sau infractiunea prevazuta în art 249, daca valoarea pagubei nu depaseste 500 000 lei; Dupa cum lesne se poate observa în dispozitiile de mai sus sunt prevazute conditii distincte pentru diferite infractiuni 1 Inlocuirea raspunderii penale va putea fi dispusa pentru acele infractiuni la care pedeapsa prevazuta de lege este de cel mult 1 an sau amenda, indiferent de paguba pricinuita Pedeapsa prevazuta de lege la care se refera dispozitia de mai sus are în vedere pedeapsa pentru infractiunea fapt consumat si nu pedeapsa pentru forma atipica a infractiunii Deci daca fapta savârsita a ramas în faza de tentativa, ce este pedepsita cu o pedeapsa de cel mult un an, nu este îndeplinita conditia ce o examinam, daca pedeapsa prevazuta pentru infractiunea consumata este mai mare de 1 an 2 Cea de a doua grupa de infractiuni pentru care este posibila înlocuirea raspunderii penale priveste infractiunile precis delimitate în lege, si anume: cele contra patrimoniului : furtul (art 208); abuzul de încredere (art 213); înselaciunea (art 215); delapidarea art 215 alin 1; distrugerea art 217 alin 1 si distrugerea din culpa (art 219 alin 1) daca pentru aceste infractiuni valoarea pagubei nu depaseste 100 000 lei sau daca infractiunea savârsita este neglijenta în serviciu (art 249 alin 1) daca valoarea pagubei nu depaseste 500 000 lei Precizam ca pentru infractiunile aratate mai sus pedeapsa prevazuta de lege este închisoarea mai mare de 1 an, dar infractiunea concreta nu este socotita grava fiindca paguba produsa este redusa Pentru aceasta grupa de infractiuni sunt necesare ambele conditii pentru a se putea înlocui raspunderea penala, si anume sa se savârseasca una din aceste infractiuni, iar paguba pricinuita sa nu depaseasca 100 000 de lei Referitor la conditia prevazuta la art 90 al 1 lit a, se observa ca este posibila înlocuirea raspunderii penale si pentru infractiunea de neglijenta în serviciu, daca valoarea pagubei nu depaseste 500 000 lei b) O alta conditie ce trebuie îndeplinita pentru înlocuirea raspunderii penale se refera la fapta care în continutul ei concret si în împrejurarile în care a fost savârsita prezinta un grad de pericol social redus si nu a produs urmari grave Gradul de pericol social scazut al faptei nu se va deduce numai din paguba sub 1000 000 lei ori 500 000 lei în cazu1 infractiunii de neglijenta, fiindca acea conditie este distincta, ci si din alte împrejurari concrete în care s-a savârsit fapta, referitoare deopotriva la faptuitor, conduita sa, nevoile de sanatate, de hrana ale lui ori ale familiei sale, ca si din împrejurarea ca fapta nu a produs urmari grave c) Cea de a treia conditie, în ordinea prevazuta de dispozitiile art 90 al 1 se refera la repararea integrala a pagubei pricinuite prin infractiune pâna la pronuntarea hotarârii instantei de judecata d) O alta conditie se refera la atitudinea faptuitorului dupa savârsirea faptei, din care sa rezulte ca acesta regreta fapta Conditia se considera îndeplinita atunci când conduita faptuitorului ulterior savârsirii faptei se caracterizeaza prin cainta activa e) Conditia prevazuta în art 90 al 1 lit e C p priveste aprecierea instantei de judecata în sensul ca sunt suficiente date ca faptuitorul poate fi îndreptat fara a i se aplica o pedeapsa Îndeplinirea conditiilor prevazute în art 90 C p nu creeaza pentru infractor un drept la înlocuirea raspunderii penale, ci doar o vocatie la acest mijloc de individualizare a raspunderii juridice pentru fapte infractionale B) Conditiile cu privire la faptuitor, prevazute de lege, sunt urmatoarele: Pentru a se putea dispune înlocuirea raspunderii penale cu raspunderea ce atrage aplicarea unei sanctiuni cu caracter administrativ, faptuitorul trebuie sa nu mai fi fost anterior condamnat ori sa nu i se fi aplicat de doua ori sanctiuni cu caracter administrativ Are vocatie la înlocuirea raspunderii penale si infractorul care anterior a mai fost condamnat, dar acea condamnare se situeaza în unul din cazurile prevazute de art 38 C p Deci conduita buna a infractorului, anterior comiterii infractiunii este necesara si se probeaza prin lipsa antecedentelor penale si a sanctiunilor cu caracter administrativ Conditiile cu privire la infractiune si cu privire la infractor se cer îndeplinite cumulativ pentru a conduce la înlocuirea raspunderii penale cu raspunderea ce atrage aplicarea unei sanctiuni cu caracter administrativ Sanctiunile cu caracter administrativ aplicabile de catre instanta de judecata în cazul înlocuirii raspunderii penale sunt, conform art 91 C p , mustrarea, mustrarea cu avertisment ori amenda de la 100 000 lei la 1 000 000 lei Minoritatea (art 99-110 C p ) Raspunderea penala a minorilor Prevenirea si combaterea infractionalitatii minorilor a constituit si constituie o preocupare permanenta de politica penala a statelor moderne Specificul fenomenului infractional în rândul minorilor ridica probleme deosebite de prevenire si de combatere, caci în cauzalitatea acestuia interactioneaza o multitudine de factori ca lipsa de experienta de viata sociala a minorului cu consecinta neîntelegerii depline a semnificatiei sociale a conduitei lui periculoase pentru valorile sociale, ca si a sanctiunilor care li s-ar aplica; deficiente în procesul educativ ce s-a desfasurat în fa-milie, scoala; influenta negativa exercitata de unii majori care îi atrag pe minori pe calea infractionala etc Necesitatea prevenirii si combaterii infractiunilor comise de minori apare cu atât mai evidenta cu cât fenomenul cunoaste uneori recrudescente, iar faptele pot fi deosebit de periculoase Gasirea celor mai eficiente masuri de prevenire si combatere a fenomenului infractional în rândul minorilor a ridicat si problema stabilirii vârstei de la care minorul raspunde penal, adica a vârstei de la care, corespunzator cercetarilor de psihologie pedagogica, se apreciaza ca acesta are întelegerea semnificatiei sociale a coiduitei sale periculoase ca si a scopului sanctiunilor aplicate pentru o astfel de conduita Legiuitorul penal român prin dispozitiile art 99 C p a stabilit ca raspunderea penala a minorilor începe de 1a 14 ani, sub conditia dovedirii ca în savârsirea faptei minorul a avut discernamânt si în toate cazurile de la 16 ani fara vreo conditionare Limita superioara a vârstei pâna la care persoana este considerata minor este de 18 ani, indiferent de dobândirea prin casatorie a capacitatii depline de exercitiu‚ caci minor în dreptul penal este persoana care “nu a împlinit vârsta de 18 ani” Sanctionarea minorilor infractori Sanctionarea minorilor care savârsesc infractiuni trebuie sa corespunda particularitatilor psiho-fizice ale acestora, sa asigure educarea si reeducarea lor Preocuparile pentru diversificarea sanctiunilor aplicabile minorilor sunt determinate de rezultatele cercetarilor criminologice si de psihologie pedagogica, de la sfârsitul secolului trecut si continuate în secolul nostru Particularitatile infractorilor minori reclama masuri de aparare sociala adecvate, care sa vizeze refacerea educatiei deficitare a minorului, sub forma masurilor educative Masurile educative s-au impus în legislatii, în general, treptat, dar niciodata complet, pentru minori preconizându-se un sistem sanctionator mixt, format atât din pedepse, cât si din masuri educative Masurile educative Notiune Masurile educative sunt sanctiuni de drept penal speciale pentru minori care sunt menite sa asigure educarea si reeducarea acestora prin instruire scolara si profesionala, prin cultivarea în constiinta acestora a respectului fata de valorile sociale Masurile educative în dreptul penal român sunt consecinte ale raspunderii penale si se iau numai daca minorul a savârsit o infractiune Scopul masurilor educative este de a educa si reeduca pe minorul care a savârsit o infractiune, de a asigura o schimbare în constiinta acestuia pentru respectarea valorilor sociale, prin dobândirea unei pregatiri scolare si profesionale care sa-i permita o deplina integrare în viata socia1a Spre deosebire de pedepse, unde caracterul coercitiv se situeaza pe primul plan, masurile educative au caracter preponderent educativ si nu lasa sa subziste nici o consecinta penala, ele neconstituind antecedente penale pentru persoana fata de care s-au luat Cadrul masurilor educative Masurile educative ca sanctiuni specifice aplicabile minorilor au capatat o reglementare distincta de celelalte sanctiuni de drept penal prin dispozitiiie codului penal intrat în vigoare la 1 ianuarie 1969 Sistemul de sanctionare prevazut în codul penal român este un sistem mixt, adica cuprinde atât masuri educative, cât si pedepse Luarea unei masuri educative ori aplicarea unei pedepse fata de un minor pentru infractiunea savârsita era lasata la aprecierea instantei de judecata In lege s-a prevazut, de principiu, ca „pedeapsa se aplica numai daca se apreciaza ca luarea unei masuri educative nu este suficienta pentru îndreptarea minorului” (art 100 al 2 C p ) Masurile educative care se pot lua împotriva infractorilor minori prevazute în codul penal sunt: a) mustrarea; b) libertatea supravegheata; c) internarea într-un centru de reeducare; d) internarea într-un institut medical-educativ a) Mustrarea (art 102 C p ) este masura educativa pe care o ia instanta de judecata împotriva minorului care a savârsit o infractiune si consta în dojenirea acestuia, în aratarea pericolului social al faptei savârsite, sfatuindu-l sa aiba o conduita buna în viitor, dovedind ca s-a îndreptat, atragându-i totodata atentia ca daca va savârsi o noua infractiune se va lua fata de el o masura mai severa sau i se va aplica o pedeapsa b) Libertatea supravegheata (art 103 C p ) este masura educativa ce consta în punerea minorului, care a savârsit o infractiune, sub supraveghere deosebita pe timp de un an Supravegherea este încredintata parintilor, celui ce l-a înfiat, ori tutorelui, iar daca acestia nu pot asigura supravegherea în conditii satisfacatoare, instanta poate dispune încredintarea supravegherii minorului, pe aceeasi perioada de un an, unei persoane de încredere, de preferinta unei rude apropiate la cererea acesteia, ori unei institutii legal însarcinate cu supravegherea minorilor Pe timpul libertatii supravegheate, persoana careia i s-a încredintat supravegherea are obligatia, sa vegheze îndeaproape asupra comportarii minorului, pentru îndreptarea lui De asemenea, i se pune în vedere ca are obligatia, în caz ca minorul se sustrage de la supraveghere, are o conduita rea, ori a savârsit o fapta prevazuta de legea penala, sa înstiinteze instanta de judecata (art 103 al 2 C p ) Odata cu luarea masurii educative, instanta atrage atentia minorului asupra conduitei sale viitoare si a consecintelor comportarii necorespunzatoare (art 103 alin 4) Instanta poate impune totodata minorului respectarea uneia sau mai multor din urmatoarele obligatii: a) sa nu frecventeze anumite locuri stabilite; b) sa nu intre în legatura cu anumite persoane; c) sa presteze o activitate neremunerata într-o institutie de interes public fixata de instanta, cu o durata între 50 si 200 de ore, de maximum 3 ore pe zi, dupa programul de scoala, în zilele nelucratoare si în vacanta (art 103 alin 3 C p) Pentru reeducarea minorului sunt solicitate sa coopereze cu persoana careia i s-a încredintat supravegherea si scoala unde minorul invata ori unitatea unde acesta este angajat, sau, dupa caz, institutia la care presteaza activitatea stabilita de instanta, încunostiintate în acest scop de instanta judecatoreasca (art 103 alin 5 C p ) Daca în timpul libertatii supravegheate minorul se sustrage de la supraveghere, ori are purtari rele sau savârseste o fapta prevazuta de legea penala, instanta revoca libertatea supravegheata si dispune internarea minorului într-un centru de reeducare Daca fapta noua este infractiune, instanta ia masura internarii într-un centru de reeducare ori aplica o pedeapsa Internarea într-un centru de reeducare (art 104 C p ) este masura educativa ce consta în internarea minorului infractor într-un centru de reeducare — din subordinea Ministerului de Justitie — în scopul reeducarii minorului, caruia i se asigura posibilitatea de a dobândi învatatura necesara si o pregatire profesionala potrivit cu aptitudinile sale Internarea într-un centru de reeducare se poate lua de catre instanta de judecata în cazurile în care se apreciaza ca celelalte masuri educative nu ar fi fost suficiente pentru îndreptarea minorului Masura se poate lua pe o durata nedeterminata si poate dura pâna la împlinirea vârstei majoratului, iar daca internarea este necesara pentru realizarea scopului acesteia (interesul dobândirii unei pregatiri profesionale, terminarea pregatirii sco1are etc ), instanta judecatoreasca poate prelungi durata internarii si dupa împlinirea vârstei de 18 ani, cu o perioada de cel mult 2 ani Pentru minorii care dau dovezi temeinice de îndreptare, se poate dispune de catre instanta de judecata, dupa trecerea a cel putin un an de la data internarii, liberarea acestora înainte de a deveni majori Daca pe timpul 1iberarii, pâna la împlinirea vârstei de 18 ani, minorul are o purtare necorespunzatoare, se poate dispune revocarea liberarii Daca minorul, în timpul executarii internarii în centrul de reeducare, savârseste din nou o infractiune pentru care se apreciaza ca este cazul sa i se aplice pedeapsa închisorii, instanta revoca internarea În cazul în care nu este necesara o pedeapsa, se mentine masura internarii si se revoca liberarea d) Internarea într-un institut medical-educativ (art 105 C p) este masura educativa ce consta în internarea minorului infractor care din cauza starii sale fizice sau psihice are nevoie de un tratament medical si totodata de un regim special de reeducare Masura se ia pe timp nedeterminat si dureaza pâna la împlinirea vârstei de 18 ani, iar daca starea psiho-fizica a rninorului care a determinat luarea masurii a încetat mai înainte, masura trebuie ridicata de îndata de catre instanta de judecata Ridicând masura educativa a internarii medical-educative, instanta poate, daca apreciaza ca este necesar, sa ia masura internarii într-un centru de reeducare pâna la majorat Masurile de siguranta (art 111-112 C p ) Notiune Masurile de siguranta sunt sanctiuni de drept penal menite sa largeasca gama de sanctiuni necesare prevenirii fenomenului infractional Prin savârsirea unei fapte prevazute de legea penala, se pun în evidenta anumite împrejurari din realitatea sociala, care sunt implicate în cauzalitatea acesteia si care daca nu sunt combatute, exista pericolul savârsirii de noi fapte prevazute de legea penala Spre ex : starea de nepregatire profesionala a faptuitorului care a comis infractiuni din culpa datorita acestei nepregatiri, poate constitui sursa unor noi fapte prevazute de legea penala; ori savârsirea unor infractiuni a fost favorizata de prezenta infractorului în anumite localitati si exista pericolul savârsirii de noi infractiuni prin prezenta lui în aceste localitati Combaterea acestor stari de pericol nu se poate realiza prin pedepse, caci astfe1 de stari îsi au izvorul în realitati ce nu reprezinta încalcari ale legii penale, ci prin masuri specifice preventive - masurile de siguranta Masurile de siguranta sunt sanctiuni de drept penal, preventive, prevazute de lege, care se iau de instanta de judecata împotriva persoanelor care au savârsit fapte prevazute de legea penala pentru a înlatura o stare de pericol generatoare de noi fapte prevazute de legea penala Caracterizare Din notiune se desprind trasaturile caracteristice ale masurilor de siguranta: sunt sanctiuni de drept penal prevazute în legea penala; se iau împotriva persoanelor care au savârsit fapte prevazute de legea penala, dar nu ca o consecinta a savârsirii faptei, acest rol revenind pedepselor; luarea masurilor de siguranta este determinata de necesitatea prevenirii repetarii de fapte periculoase în viitor Masurile de siguranta, spre deosebire de pedepse, nu sunt consecinte ale raspunderii penale si nu depind de gravitatea faptei savârsite, ele putând fi luate chiar daca faptuitorului nu i se aplica o pedeapsa, fiindca luarea acestor masuri este provocata de existenta starii de pericol pe care o reprezinta în special persoana faptuitorului Fiind menite sa combata starea de pericol pusa în evidenta prin savârsirea faptei prevazute de legea penala si sa previna savârsirea de noi infractiuni, masurile de siguranta se iau de regu1a pe durata nedeterminata (atâta timp cât dureaza starea de pericol) si indiferent daca faptuitorului i se aplica ori nu o pedeapsa Conditii generale în care se pot lua masurile de siguranta sunt urmatoarele: a) Faptuitorul sa fi savârsit o fapta prevazuta de legea penala; b) Prin savârsirea faptei sa se fi dat în vileag o stare de pericol a faptuitoru1ui care poate constitui în viitor sursa savârsirii unor noi fapte prevazute de legea penala; c) Combaterea starii de pericol sa nu fie posibila doar prin aplicarea de pedepse, ci prin luarea de masuri de siguranta Cadrul masurilor de siguranta Masurile de siguranta sunt prevazute în codul penal în Titlul VI, art 111—118 Sunt prevazute în acest titlu dispozitii ce privesc scopul masurilor de siguranta, continutul fiecarei masuri si conditiile în care se poate lua fiecare masura de siguranta Potrivit dispozitilor art 112 C p , masuri1e de siguranta sunt: a) obligarea la tratament medical; b) internarea medicala; e) interzicerea de a ocupa o functie sau de a exercita o profesie, o meserie ori o alta ocupatie; d) interzicerea de a se afla în anumite localitati; expulzarea strainilor; confiscarea speciala Dupa natura lor, masurile de siguranta se pot împarti în: — masuri cu caracter medical (obligarea la tratament medical si internarea medicala); — masuri restrictive de drepturi (interzicerea unei functii sau profesii, interzicerea de a se afla în anumite localitati si expu1zarea); — masuri privative de bunuri (confiscarea speciala) În continuare, continutul fiecarei masuri de siguranta, precum si conditiile în care se pot lua sunt reglementate de dispozitiile art 113-118 C p , care nu fac însa obiectul prezentei lucrari 2) Elemente de drept procesual penal Executarea hotarârilor penale Procedura în cauzele cu infractori minori a) Executarea hotarârilor penale Revocarea sau anularea suspendarii executarii pedepsei Institutia suspendarii conditionate este un instrument important de individualizare a pedepsei si un mijloc de materializare a principiului umanismului în dreptul penal modern Potrivit art 81 C p , instanta, când apreciaza ca scopul pedepsei poate fi atins si fara executarea acesteia si daca sunt întrunite conditiile legale, dispune suspendarea conditionata a executarii pedepsei Pot fi suspendate pedepsele aplicate, daca ele nu depasesc 3 ani închisoare si daca paguba a fost integral reparata pâna la pronuntarea hotarârii De asemenea, poate fi suspendata conditionat executarea pedepsei cu amenda Suspendarea conditionata nu se aplica decât infractorilor care nu au mai fost condamnati anterior la pedepse mai mari de 6 luni închisoare, afara de cazul când condamnarea intra în vreunul din cazurile prevazute de art 38 C p , care nu atrag starea de recidiva Instanta trebuie sa indice în hotarâre motivele pentru care a suspendat conditionat pedeapsa Omisiunea motivarii nu constituie un element de netemeinicie a hotarârii pronuntate sau o încalcare esentiala a legii, atât timp cât din actele dosarului rezulta îndeplinirea conditiilor prevazute în art 81 C p Suspendarea executarii este conditionata de nesavârsirea unei noi infractiuni în termenul de încercare care este de 2 ani, plus cuantumul pedepsei pronuntate cu suspendare Daca înauntrul termcnului de încercare condamnatul nu a savârsit o infractiune si nici nu s-a pronuntat revocarea suspendarii conditionate a pedepsei, el este reabilitat de drept (art 86 C p ) In caz contrar instanta revoca suspendarea conditionata, dispunând executarea în întregime a pedepsei, care nu se contopeste cu pedeapsa aplicata pentru noua infractiune Revocarea se pronunta si daca pâna la expirarea termenului de încercare condamnatul nu a îndeplinit obligatiile civile stabilite prin hotârâre, afara de cazul când dovedeste ca nu a avut putinta de a îndeplini acele obligatii Daca se descopera ca cel condamnat mai sâvârsise o infractiune înainte de pronuntarea suspendarii, aceasta se anuleaza în conditiile art 85 C p Instanta, tinând seama de persoana condamnatului si comportamentului sau dupa comiterea faptei, poate aprecia ca pronuntarea condamnarii constituie un avertisment pentru acesta si, chiar fâra executarea pedepsei, faptuitorul nu va mai savârsi infractiuni În asemenea caz, ca un mod deosebit de individualizare a pedepsei este posibila folosirea institutiei suspendarii executarii pedepsei sub supraveghere, reglementata prin art 861 si urm C p Pentru ca cel condamnat sa beneficieze de suspendarea executarii pedepsei sub supraveghere, pedeapsa aplicata nu trebuie sa depaseasca 4 ani închisoare si infractorul sa nu fi fost anterior condamnat la o pedeapsa cu închisoarea mai mare de un an De asemcnea, daca infractiunea a produs o paguba, aceasta trebuie reparata pâna la pronuntarea hotarârii În cazul aplicarii institutiei, legea determina un termen de încercare variabil de 2-5 ani fixat de instanta, la care se adauga cuantumul pedepsei închisorii pronuntate Uneori, termenul de încercare poate fi prelungit cu înca 3 ani în conditiile art 864 alin 2 C p Pe durata termenului de încercare, condamnatul trebuie sa se supuna masurilor de supraveghere si anumitor obligatii stabilite de instanta de judecata Revocarea sau anularea suspendarii executarii pedepsei, indiferent ca este vorba de o suspendare conditionata (art 81 C p ) sau o suspendare sub supraveghere (art 86 C p ), se pronunta de judecatoria sau tribunalul care judeca ori a judecat în prima instanta infractiunea ce ar putea atrage revocarea sau anularea (art 447 alin 1) Legea prevede o ipoteza dubla, nu în sensul ca ar exista doua instante competente, ci tinând seama ca judecatoria sau tribunalul care judeca infractiunea ce atrage revocarea ar putea sa cunoasca sau nu împrejurarea existentei suspendarii si deci sa disuna revocarea fie în momentul noii judecati, fie ulterior, pe cale separata Sesizarea instantei în vederea revocarii sau anularii suspendarii se poate face din oficiu sau de catre procuror Când revocarea suspendarii conditionate sau a executarii pedepsei sub supraveghere este bazata pe nerespectarea, pâna la expirarea termenului de încercare, de catre condamnat a obligatiilor civile decurgând din hotârâri, competenta revine judecatoriei sau tribunalului care a pronuntat în prima instanta suspendarea Instanta nu se sesizeaza în acest caz din oficiu, ci numai de catre procuror sau partea interesata (art 447 alin 2) Liberarea conditionata Este o institutie reglementata în art 59-61 C p , care permite liberarea conditionata a condamnatului înainte de executarea pedepsei Daca în intervalul de timp de la liberare si pâna la împlinirea duratei pedepsei, cel condamnat nu a savârsit o noua infractiune, pedeapsa se considera în întregime executata În caz contrar, tinându-se seama de gravitatea noii infractiuni comise se poate mentine sau revoca libertatea conditionata Art 61 alin 2 C p , prevede si unele situatii de revocare obligatorie (noua infractiune este îndreptata contra statului, contra proprietatii publice, este un omor etc ) Revocarea are drept consecinta contopirea pedepsei stabilite pentru noua infractiune cu restul de pedeapsa neexecutat, putându-se aplica un spor pâna la 5 ani, fara a se depasi totalul pedepselor contopite Pentru ca cel condamnat sa beneficieze de liberare conditionata, trebuie sa fie staruitor în munca si disciplina la locul de detinere, sa dea dovada temeinica de îndreptare si sa fi executat o anumita câtime din pedeapsa Aceasta fractiune este variabila în functie de marimea pedepsei (sub sau peste 10 ani inchisoare) si în functie de natura infractiunilor (de exemplu, pentru infractiuni contra statului, contra proprietatii publice, omor etc fractiunea de pedeapsa executata trebuie sa fie mai mare) Legea creeaza pentru condamnati beneficiul de a considera ca executata o perioada mai mare de timp decât cea petrecuta în locul de detinere, tinând seama de un mod de calcul în care factorul principal îl constituie realizarea si depasirea normei de munca stabilite, cu conditia îndeplinirii si a anumitor cote efectiv executate din pedeapsa (art 59 alin 2 si 60 alin 2 C p ) În vederea liberarii conditionate, la fiecare loc de detinere functioneaza o comisie alcatuita dintr-un presedinte si 4 membri Presedinte al comisiei este procurorul delegat din partea parchetului de pe lânga tribunalul în a carui raza teritoriala se af1a penitenciarul Comandantul penitenciarului este membru de drept al comisiei si el desemneaza din rândul subordonatilor sai si pe ceilalti membrii care ocupa functii prevazute în regulament Secretarul comisiei este seful evidentei condamnatilor Comisia examineaza situatia fiecarui condamnat pentru a vedea daca sunt întrunite conditiile de liberare conditionata si întocmeste un proces-verbal În acest act se consemneaza modul de comportare al condamnatului în penitenciar si la locul de munca, datele cu privire la munca prestata si, daca este cazul, propunerea pentru liberarea conditionata Procesul-verbal prin care se propune liberarea conditionata se înainteaza judecatoriei în a carei raza teritoriala se afla locul de detinere Când comisia constata ca cel condamnat nu întruneste conditiile pentru a fi liberat, fixeaza un termen, nu mai mare de un an, în care va reexamina situatia Totodata, pune în vedere condamnatului ca se poate adresa direct instantei Daca cel condamnat se adreseaza direct instantei, odata cu cererea se trimite si procesul verbal al comisiei Cererea introdusa de condamnat nu are natura juridica a unei cai de atac îndreptate împotriva procesului verbal încheiat de comisie, ci constituie o procedura jurisdictionala de rezolvare a unei plângeri împotriva unui act de executare Instanta sesizata prin propunerea comisiei sau cererea condamnatului procedeaza potrivit art 450 C pr pen , dispunând liberarea conditionata sau respingerea acesteia Liberarea conditionata se dispune de câtre judecatoria în a carei raza teritoriala se afla locuI de detinere, iar în cazul prevazut în art 62 alin 3 C p , (condamnatul devine inapt serviciului militar), de catre tribunaiul militar în a carui raza teritoriala se afla închisoarea militara Existenta antecedentelor penale nu reprezinta o cauza de respingere a cererii de liberare conditionata In acest caz, instanta are obligatia sa examineze mai riguros situatia condamnatului, care trebuie sa dea dovada de staruinta în munca si o comportare buna deosebita Când instanta constata neîndeplinirea conditiilor pentru acordarea liberarii, prin hotârârea de respingere fixeaza termenul dupa expirarea caruia propunerea sau cererea va putea fi reînnoita, termen care nu poate fi mai mare de un an Termenul de reînnoire nu trebuie sa fie foarte aproape de momentul epuizarii executarii integrale a pedepsei pentru ca practic condamnatul nu mai beneficiaza de liberarea conditionata Hotarârea instantei poate fi atacata cu apel si recurs, fiecare în termen de 3 zile Daca respingându-se liberarea, instanta nu fixeaza un termen pentru reînnoirea cererii sau propunerii, recursul trebuie admis, instanta de recurs fixând totodata termenul pentru reînnoirea procedurii Recursul declarat de procuror este suspensiv de executare Revocarea liberarii conditionate are loc în cazul în care condamnatul savârseste o noua infractiune în intervalul de timp de la liberare si pâna la împlinirea duratei pedepsei Revocarea se dispune de instanta care judeca noua infractiune Când aceasta instanta nu se pronunta asupra revocarii liberarii coditionate, rezolvarea chestiunii intra în competenta instantelor care au dispus liberarea Instanta care revoca liberarea conditionata pentru a contopi pedepsele conform art 61 C p , determina partea de pedeapsa care a mai ramas de executat si nu se limiteaza numai la dispozitia de executare a restului de pedeapsa Instanta în fata careia hotarârea de revocare a ramas definitiva este obligata sa comunice locului de detinere copia de pe dispozitivul hotarârii Obligatia revine, dupa caz, atât instantei care a revocat liberarea, judecând noua infractiune comisa, cât si instantei de la locul de detinere, care dispune revocarea în conditiile art 450 alin 3 C pr pen Masura contopirii restului de pedeapsa ramas neexecutat cu pedeapsa pronuntata pentru infractiunea comisa dupa liberare are loc numai când se revoca liberarea conditionata, nu si atunci când ea se mentine ln cazul contopirii pedepselor, nu se poate ajunge la o pedeapsa rezultanta care sa depaseasca totalul pedepselor contopite, chiar daca se adauga un spor (putând merge pâna la 5 ani), întrucât se încalca dispozitiile art 34 alin ultim C p Amânarea si întreruperea executarii pedepsei închisorii sau a detentiunii pe viata Amânarea executarii pedepsei închisorii sau a detentiunii pe viata Anumite împrejurari pot determina ca cel condamnat la privatiune de libertate sa aiba dreptul a cere amânarea executarii pedepsei Posibilitatea pe care legea a acordat-o instantelor de a amâna executarea pedepsei reflecta umanisrnul dreptului nostru, majoritatea situatiilor avute în vedere demonstrând grija legii fata de om, chiar în conditiile în care acesta este condamnat Amânarea executarii pedepsei cu închisoarea nu reprezinta o înlaturare a acesteia, ci numai amânarea termenului de la care pedeapsa urmeaza a începe În consecinta, amânarea nu poate fi dispusa decât în acele cazuri în care executarea efectiva a pedepsei nu a început Când condamnatul este arestat în vederea executarii în cursul solutionarii cererii de amânare, solicitarea se transforma în cererea de întrerupere a executarii pedepsei si competenta se transfera de la instanta de executare la instanta corespunzatoare în a carei raza teritoriala se af1a locul de detinere Nu este posibila amânarea altor sanctiuni dispuse de instanta, în afara pedepsei cu închisoarea sau a detentiunii pe viata Amânarea si întreruperea executarii pedepsei constituie temeiuri de suspendare a prescriptiei executarii pedepsei Prescriptia îsi reia cursul din momentul încetarii cauzei de suspendare Art 453 prevede urmatoarele trei cazuri în care executarea pedepsei lor privative de libertate pot fi amânate: a) Când se constata pe baza unei expertize medico-legale ca cel condamnat sufera de o boala care îl pune în imposibilitate de a executa pedeapsa Expertiza medico-legala este necesara pentru a se stabili daca o boala invocata poate fi tratata sau nu în reteaua sanitara a locurilor de detinere Amânarea executarii pedepsei se acorda pâna cand condamnatul se va gasi în situatia de a putea executa pedeapsa Daca cel condamnat solicita în perioada de amânare prelungirea masurii si instanta o admite înainte ca amânarea acordata initial sa fi expirat, durata prelungirii aprobate trebuie calculata de la data când amânarea dispusa anterior urmeaza sa expire, si nu de la data pronuntarii prin care s-a încuviintat prelungirea b) Când o condamnata este gravida sau are un copil mai mic de un an În aceste cazuri, executarea pedepsei se amâna pâna la încetarea cauzei care a determinat amânarea Daca amânarea s-a cerut în vederea îngrijirii de catre mama a copilului mai mic de un an, amânarea se acorda pâna ce copilul împlineste vârsta de un an c) Când din cauza unor împrejurari speciale executarea imediata a pedepsei ar avea consecinte grave pentru condamnat, familie sau unitatea la care lucreaza In acest caz, executarea poate fi amânata doar o singura data si pentru o perioada de timp de cel putin trei luni Este inadmisibila repetarea cererii pe acest considerent, chiar daca prima amânare nu s-a dat pâna la epuizarea limitei maxime de 3 luni stabilite de lege Amânarea executarii pedepsei se aplica potrivit art 453 alin 3 si în cazul celui condamnat la executarea pedepsei la locul de munca Oricare dintre cele trei ipoteze prevazute în art 453 alin 1 lit a-c pot determina o amânare a executarii pedepsei la locul de munca Instanta competenta a se pronunta asupra acordarii amânarii executarii pedepsei este instanta de executare În lipsa unei prevederi legale exprese, practica judiciara a statuat ca în caz de amânare completul se compune în acelasi fel ca la judecarea cauzei în prima instanta Instanta competenta este sesizata prin cerere Pentru oricare motiv din cele prevazute în art 453, pot face cerere de amânare a executarii pedepsei închisorii procurorul si condamnatul Cererea de amânare poate fi introdusa în numele condamnatului si de catre reprezentantul sau legal, de catre aparator sau sotul condamnatului Când se invoca drept temei de amânare împrejurarea ca executarea de îndata a pedepsei închisorii ar avea consecinte grave pentru unitatea la care lucreaza condamnatul, cererea de amânare poate fî introdusa la instanta si de conducerea acelei unitati În caz de respingere a cererii de amânare introdusa de conducerea unitatii pe baza art 453 alin 1 lit c, poate folosi caile de atac ordinare si condamnatul angajat pentru care s-a facut cererea Instanta de executare tine evidenta amânarilor acordate si la expirarea termenului ia masuri pentru emiterea mandatului de executare, iar daca mandatul a fost emis, ia masuri pentru aducerea lui la îndeplinire (art 454 alin 2) Desi art 453 nu arata data de la care amânarea executarii pedepsei urmeaza sa produca efecte, este evident ca aceasta nu poate fi decât data admiterii cererii Impotriva hotarârii prin care s-a solutionat o cerere de amânare a executarii pedepsei se poate declara apel si apoi recurs Intreruperea executarii pedepsei închisorii sau a detentiunii pe viata Spre deosebire de amânare care se acorda înainte de începerea executarii pedepsei, întreruperea intervine în cursul executarii Cazurile pentru care se poate dispune întreruperea executarii pedepselor privative de libertate sunt aceleasi pe care art 453 le prevede pentru amânare Dc asemenea, aceleasi sunt persoanele îndreptatite a introduce cererea de întrerupere Institutia întreruperii executarii nu trebuie confundata cu “suspendarea executarii” în cazul cailor de atac extraordinar Desi legea prevede ca întreruperea se dispune pâna când condamnatul se va gasi în situatia de a executa pedeapsa, aceasta nu poate fi interpretata în sensul ca s-ar decide fara a se stabili o durata exacta a masurii A admite contrariul înseamna a înlatura definitiv sanctiunea; de aceea, dupa trecerea unei perioade trebuie verificat daca motivul de întrerupere mai subzista si daca cel condamnat se afla în situatia de a relua executarea pedepsei Stabilind o data de control, instanta poate întrerupe pedeapsa, daca este cazul pâna la o alta data de control Împrejurarile pe care se întemeiaza cererea de întrerupere nu pot fi determinate de cei interesati Astfel, condamnatul nu va beneficia de întreruperea executarii în cazul unei stari de boala pe care singur si-a provocat-o în scopul introducerii cererii În cazul întreruperii întemeiate pe art 453 lit a, starea de boala trebuie constatata pe baza de expertiza medico-legala Este nelegala solutionarea cererii pe temeiul exclusiv al referatului medicului din penitenciar, fara stabilirea starii de sanatate de catre un raport de expertiza medico-legala Expertiza trebuie sa precizeze ca boala îl pune pe condamnat în imposibilitate de a executa pedeapsa, fiind irelevant faptul ca interventia chirurgicala nu poate fi efectuata decât în reteaua sanitara a Ministerului Sanatatii Instanta competenta sa dispuna asupra întreruperii executarii pedepsei este instanta de executare sau instanta corespunzatoare în grad în a carei raza teritoriala se afla locul de detinere Pentru determinarea competentei de solutionare a unei cereri de întrerupere trebuie avut în vedere locul de detinere în care se gaseste petitionarul condamnat în momentul introducerii cererii, si nu locul de detinere (sau succesiv chiar mai multe asemenea locuri), unde ulterior a fost eventual transferat Daca o persoana condamnata de o instanta militara cere întreruperea executarii pedepsei, competenta de a solutiona cererea revine tribunalului militar teritorial ca instanta de executare, ori judecatoriei, respectiv tribunalului în raza carora se afla locul de detinere ca instante corespunzatoare în grad celor de executare Instanta competenta sa solutioneze întreruperea executarii pedepsei este competenta sa dispuna si asupra prelungirii acesteia Instanta care a acordat întreruperea comunica masura locului de detinere sau, dupa caz, unitatii unde condamnatul executa pedeapsa si politiei Întreruperea se comunica de asemenea instantei de executare, când amânarea a fost dispusa de instanta corespunzatoare de la locul de detinere sau de la locul unde se afla unitatea în care se presteaza munca (art 457) Evidenta întreruperilor acordate este tinuta de instanta de executare, administratia locului de detinere si unitatea unde condamnatul executa pedeapsa La expirarea termenului de întrerupere condamnatul trebuie sa se prezinte singur la locul de executare Daca la expirarea termenului de întrerupere cel condamnat nu se prezinta la locul de detentie, administratia acestuia trimite de îndata, în vederea executarii, o copie de pe mandatul de executare organului politiei, mentionând si cât a mai ramas de executat din durata pedepsei Administratia locului de detinere unitatea trebuie sa comunice instantei de executare si data la care a reînceput executarea pedepsei Imprejurarea reînceperii executarii trebuie exact cunoscuta pentru tinerea corecta a evidentelor si pentru a da curs astfel dispozitiei care arata ca timpul cât executarea a fost întrerupta nu se socoteste în executarea pedepsei b) Procedura în cauzele cu infractori minori În dreptul penal, infractorii minori se bucura de un tratament juridic diferentiat în raport de ceilalti infractori Starea de minoritate atrage necesitatea unei reglementari deosebite si pe plan procesual penal, procedura speciala instituita de lege tinând seama de toate particularitatile urmaririi sau judecarii învinuitilor sau inculpatilor minori Este de retinut, ca dispozitiile speciale din cadrul acestei proceduri speciale se aplica numai în cauzele în care minorul este învinuit sau inculpat Participarea minorilor în cauza în alta calitate nu atrage incidenta procedurii speciale prevazute de Codul de procedura penala Urmarirea penala a infractorilor minori Aceasta faza a procesului penal se desfasoara potrivit regulilor de competenta si procedura obisnuite, fiind valabile dispozitiile comune aplicabile în orice urmarire penala Pe lânga acestea, organul de urmarire respecta si urmatoarele norme derogatorii: a) Potrivit art 481 alin l C pr p , organul de urmarire penala efectueaza, când considera necesar, ascultarea sau confruntarea învinuitului sau inculpatului în prezenta delegatului autoritatii tutelare si a parintilor, ori, în lipsa acestora, a tutorelui, curatorului sau persoanei în îngrijirea careia se afla minorul Dispozitia este facultativa, asupra aplicarii ei hotarând organul de urmarire penala În aprecierea sa, organul de urmarire penala tine seama de mai multi factori, dintre care se remarca îndeosebi necesitatea mentinerii secretului urmaririi penale, precum si utilitatea ca uneori ascultarea sa se faca într-o ambianta în care minorul sa se simta ocrotit, sporindu-se astfel posibilitatea obtinerii unor declaratii sincere din partea acestuia Prezenta persoanelor aratate în art 481 este de natura sa influenteze în bine atitudinea minorului în darea declaratiei, înlaturând dificultatile de care s-ar lovi organul de urmarire penala, fie din cauza timiditatii si lipsei de experienta a minorului, fie uneori din cauza spiritului de indisciplina si curaj rau înteles al unor minori dominati de influente nefaste Daca organul de urmarire considera necesara ascultarea inculpatului minorului în prezenta persoanelor amintite, dispune citarea lor Neprezentarea persoanelor chemate sa asiste la ascultari sau confruntari nu împiedica îndeplinirea acestor activitati Omisiunea citarii persoanelor prevazute de art 491 alin 1 de catre organele de urmarire penala nu atrage nulitatea ascultarii inculpatului minor, chiar daca instanta considera ca prezenta celor invitati de lege ar fi fost necesara Omisiunea poate fi acoperita de prima instanta prin îndeplinirea procedurii de citare a acestor persoane b) Organul de urmarire are obligatia sa dispuna efectuarea în timpul urmaririi penale a unei anchete sociale cu privire la infractorul minor Ancheta sociala se efectueaza de catre persoane desemnate de catre autoritatea tutelara de pe lânga primaria în a carei raza teritoriala domiciliaza minorul Ancheta sociala consta în strângerea de date cu privire la purtarea pe care minorul o are în mod obisnuit, la starea fizica si mintala a acestuia, la antecedentele sale, la conditiile în care a fost crescut si în care a trait, la modul în care parintii, tutorele sau persoanele în îngrijirea carora se afla minorul îsi îndeplinesc îndatoririle fata de acesta si, în general, cu privire la orice elemente care pot servi la luarea unor masuri fata de minor (art 482 alin 2) Ancheta sociala este o institutie procedurala de o deosebita importanta pentru cunoasterea cât mai exacta a persoanei infractorului minor, în vederea aplicarii, pe aceasta baza, a tratamentului juridic penal cel mai potrivit Dispunerea si efectuarea anchetei sociale în cadrul urmaririi penale este obligatorie în toate cazurile, neîndeplinirea dispozitiilor referitoare la aceasta fiind prevazuta cu sanctiunea nulitatii absolute înscrise în art 197 alin 2 C pr pen Sanctiunea se aplica numai pentru neefectuarea anchetei sociale, nu si pentru realizarea în conditii necorespunzatoare, motiv pentru care întregirea ei se poate face si de catre instanta de judecata Obligativitatea anchetei sociale se impune, chiar când inculpatul a devenit major pâna la sesizarea instantei c) Alte particularitati procedurale sunt legate de prezentarea materialului de urmarire penala În conformitate cu art 481 alin 2, citarea autoritatii tutelare, a parintilor, respectiv tutore, curator sau persoana în îngrijirea ori supravegherea careia se afla minorul devine obligatorie la prezentarea materialului de urmarire penala Neprezentarea celor citati nu împiedica însa nici în accst caz efectuarea prezentarii materialelor de urmarire penala Asa cum a precizat practica judiciara, problema principala care se pune în acest caz este îndeplinirea obligatorie a institutiei prezentarii materialului de urmarire penala catre inculpatul minor, în prezenta obligatorie a aparatorului În acest caz, nu1itatea absoluta nu va interveni ca o consecinta nemijlocita a neprezentarii materialelor de urmarire, în art 197 alin 2 o asemenea ipoteza nefiind înscrisa Va opera însa norma care prevede, ca asistenta juridica a minorului este obligatorie în cursul urmaririi penale si mai ales în momentul prezentarii materialelor de urmarire penala si deci nesocotirea acestei dispozitii, întrucât se evoca expres în art 197 a1in 2, are ca urmare nulitatea absoluta Judecarea infractorilor minori În stabilirea competentei si regimului procesual aplicabil în cauzele cu minori urmeaza a se avea în vedere exclusiv vârsta inculpatului, implicatiile de ordin civil care atrag modificari în capacitatea unei persoane nefiind relevante Împrejurarea casatoriei minorului sub 18 ani, care dobândeste capacitate civila de exercitiu deplina, fiind asimilat cu majorul, este irelevanta din punct de vedere penal, atât sub aspectele materiale, cât si cele procesuale Desi sub aspect organizatoric în România nu functioneaza instante specializate pentru judecarea cauzelor cu minori, exista totusi o particularitate care tine de componenta completului de judecata Legea porneste de la conceptia potrivit careia judecatorii care intra în complet sa fie persoane având posibilitatea de a aprecia starea morala si dezvoltarea minorului si de a alege dintre masurile prevazute de lege pe cele mai potrivite pentru inculpatul minor În consecinta, potrivit dispozitiilor art 483 al 1, cauzele în care inculpatul este minor se judeca potrivit regulilor de competenta obisnuita, de judecatori desemnati de ministrul justitiei Daca în complet a intrat un judecator care nu a fost desemnat de ministrul justitiei, hotarârea pronuntata este nula absolut, nerespectarea dispozitiilor privitoare la compunerea instantei fiind sanctionata expres de art 197 alin 2 Întrucât procesul penal are o anumita durata în timp, este posibil ca infractorul minor sa împlineasca vârsta de 18 ani în cursul desfasurarii procesului În consecinta, trebuie sa se stie daca în asemenea conditii procedura speciala se mai mentine, ori se trece în procedura de drept comun Art 483 alin 3 fixeaza în aceasta privinta un punct de demarcatie situat la nivelul începerii fazei de judecata, aratând ca inculpatul care a savârsit infractiunea în timpul când era minor este judecat potrivit procedurii obisnuite, daca la data sesizarii instantei împlinise vârsta de 18 ani Dimpotriva, daca minorul împlineste aceasta vârsta ulterior, ramâne competenta aceeasi instanta, completul nu se schimba, iar judecata se face cu aplicarea dispozitiilor procedurale speciale (art 483 alin 2) Respectarea obligatiei ca în cauza sa se efectueze ancheta sociala se mentine, chiar daca judecata are loc dupa ce inculpatul a devenit major Potrivit art 484 alin 1, judecarea minorului se face numai în prezenta acestuia, cu exceptia sustragerii lui de la judecata Împrejurarea ca minorul a fost legal citat si chiar aparat în instanta de un aparator din oficiu, nu înlatura nelegalitatea judecatii în lipsa a inculpatului, fara a se stabili în prealabil ca acesta se sustrage de la judecata Daca inculpatul minor nu se sustrage de la judecata, el trebuie sa fie prezent în instanta Sustragerea nu poate fi dedusa din simpla absenta a minorului la judecata, împrejurarea urmând a fi stabilita cu certitudine de catre organul judiciar Apararea minorului la judecata este obligatorie, dispozitia încetând numai daca inculpatul a devenjt major la data sesizarii instantei Alaturi de parti, instanta este obligata sa citeze autoritatea tutelara, parintii si, daca este cazul, tutorele, curatorul sau persoana în îngrijirea ori supravegherea careia se afla minorul Omisiunea respectarii acestei obligatii poate constitui motiv de casare a hotarârii date În plus, instanta poate cita si alte persoane a caror prezenta o considera necesara (art 484 C pr p) Oricare din persoanele citate au dreptul si îndatorirea sa dea lamuriri, sa formuleze cereri, sa prezinte propuneri în privinta masurilor ce urmeaza a fi luate Neprezentarea persoanelor legal citate nu împiedica judecarea cauzei In schimb, judecata nu poate avea loc în lipsa procurorului, a carui prezenta este obligatorie Hotarârea data în cauza fara participarea procurorului la sedinta de judecata este nula Judecata în cauzele cu minori nu este publica si se desfasoara separat de celelalte sedinte (art 485) Pot participa la judecata toate persoanele citate, aparatorii partilor, precum si alte persoane carora instanta le-a dat încuviintarea Nerespectarea dispozitiilor referitoare la publicitatea sedintei de judecata prevazute de art 290 c pr pen atrage nulitatea absoluta În practica s-a precizat ca normele înscrise în art 197 alin 2 sunt aplicabile numai în cazul încalcarii regulii publicitatii si nu a situatiilor de exceptie ale nepublicitatii, printre care se înscrie si cazul reglementat în art 485 c pr pen Nerespectarea dispozitiilor privitoare la nepublicitatea judecarii minorilor atrage nulitatea hotarârii numai daca prin aceasta s-a adus o vatamare care nu poate fi înlaturata altfel Daca instanta apreciaza ca cercetarea judecatoreasca si dezbaterile ar putea avea o influenta negativa asupra minorului, are dreptul, dupa ascultarea acestuia, sa-1 îndeparteze din sala de sedinte Aceasta masura speciala este aplicabila numai daca inculpatul nu a împlinit 16 ani În cazul în care s-a luat fata de minor masura educativa a mustrarii, aceasta se executa de îndata, în sedinta în care s-a pronuntat hotarârea În situatia în care, din orice împrejurari, masura mustrarii nu poate fi executata îndata dupa pronuntare, se fixeaza un termen pentru când se dispune aducerea minorului, citându-se totodata parintii, ori, daca este cazul, tutorele sau curatorul ori persoana în îngrijirea sau supravegherea careia se afla minorul (art 487 C pr p) Când instanta a luat fata de minor masura libertatii supravegheate, aceasta masura se pune în executare chiar în sedinta în care este pronuntata, daca minorul si persoana sau reprezentantul institutiei sau unitatii speciale careia i s-a încredintat supravegherea sunt de fata Când punerea în executare nu se poate face în aceeasi sedinta, se fixeaza un termen pentru când se dispune aducerea minorului si chemarea persoanelor sus mentionate (art 488 C pr p) În cazul în care s-a luat fata de minor masura educativa a internarii într-un centru de reeducare, instanta poate dispune, prin aceeasi hotarâre, punerea în executare de îndata a masurii luate Punerea în executare se face prin trimiterea unei copii de pe hotarâre organului de politie de la locul unde se afla minorul, care ia masuri pentru internarea minorului Copia de pe hotarâre se preda centrului de reeducare în care minorul este internat, centrul de reeducare comunicând instantei efectuarea internarii Dispozitiile speciale referitoare la judecarea minorilor în prima instanta, prevazute în art 483-489 se aplica în mod corespunzator si la judecata în instanta de apel si de recurs Pentru aceasta este necesar ca inculpatul sa nu fi devenit major înainte de sesizarea instantei de apel sau de recurs Bibliografie: Ordonanta Guvernului nr 92/2000 privind organizarea si functionarea serviciilor de reintegrare sociala a infractorilor si de supraveghere a executarii sanctiunilor neprivative de libertate, publicata în M Of nr 423 din 1 septembrie 2000 Hotarârea Guvernului nr 1239/2000 privind aprobarea Regulamentului de aplicare a dispozitiilor Ordonantei Guvernului nr 92/2000 privind organizarea si functionarea serviciilor de reintegrare sociala a infractorilor si de supraveghere a executarii sanctiunilor neprivative de libertate, publicata în M Of nr 651 din 13 decembrie 2000 Codul penal al României ( 1997 ) Editie oficiala Ed Lumina Lex Codul de procedura penala al României ( 1997 ) Editie oficiala Ed Lumina Lex Mitrache, C ( 1999 ) Drept penal român Partea generala Editia a treia revizuita si adaugita Casa de editura si presa Sansa Bulai, C (1992) Drept penal roman, p gen , vol II Neagu, I ( 1997 ) Tratat de procedura penala Ed PRO Capitolul 6 ELEMENTE DE CRIMINOLOGIE Cristian Lazar Scurt istoric si clarificari conceptuale Definirea criminologiei în termeni cât mai simpli ne întoarce inevitabil spre o întelegere strict etimologica: stiinta care se ocupa cu studiul fenomenului crimei La aceasta trebuie sa adaugam fara îndoiala dimensiunea profilactica- identificarea acelor pârghii care sa determine diminuarea acestui fenomen S-a spus, mai mult sau mai putin în gluma, ca numarul definitiilor egaleaza pe cel al criminologilor (M, Stanoiu, 1998) În încercarea de cauta cele mai relevante criterii de definire criminologia a fost vazuta în mai multe ipostaze: stiinta despre criminal (Lombroso, Ferri), stiinta despre crima (Durkheim, Sellin), stiinta despre fenomenul criminalitatii, stiinta despre dinamica actului criminal(Becker, Cohen), stiinta despre reactia sociala Ne-am oprit la definitia criminologului român Rodica Mihaela Stanoiu: “Stiinta care studiaza factorii si dinamica actului criminal, precum si reactia sociala fata de acesta, în scopul prevenirii criminalitatii, umanizarii sistemului de represiune si reintegrarii sociale a infractorilor” Emergenta acestei discipline poate fi urmarita pe parcursul unor etape distincte: Într-o prima perioada avem de a face cu o reprezentare traditionala a criminalitatii în care ordinea, regulile sociale si încalcarea lor sunt intrinsec aspecte ale organizarii sociale, ale contradictiilor umane Crima (infractiunea) este explicata de biserica printr-o dimensiune strict spirituala, printr-o tentatie apriorica pe care unii nu pot sa o învinga Daca încercam sa ne apropriem de cei care o comit vom constata ca singurul criteriu de “selectie” este voia lui Dumnezeu-providenta Primul demers care duce efectiv la aparitia criminologiei moderne este legat de un curent cunoscut sub numele de proiectul guvernamental, aparut în sec al-XVII-lea când sunt realizate o serie de studii empirice care demonstreaza posibilitatea administrarii echitabile a justitiei prin identificarea patternurilor criminalitatii Este momentul în care încep sa apara institutii precum politia, magistratura, închisoarea, în formele lor moderne, în care criminologia are o perspectiva materialista, seculerizanta axata pe importanta explicatiei si a experientei Criminologia devine obiect central al utilitatii sociale într-un climat în care sporeste interesul pentru psihologia infractorului, natura si cauzele infractiunii, modul în care statul poate reglementa conduita individuala Reprezentantii de seama ai acestei perioade sunt Radzinowicz si mai ales Becaria cu a lui Crima si pedeapsa Al doilea demers care duce la nasterea criminologiei moderne este cel legat de asa numitul proiect lombrosian Bazat pe preocuparea pentru etiologia comportamentului criminal, propune diferentierea criminalilor de non-criminali în mod stiintific prin utilizarea observatiei, masurarii, rationamentului inductiv Este explicabil asadar de ce aceste începuturi sunt cunoscute mai degraba ca tinând de evolutia pozitivismului decât de ceea ce în dezvoltarea oricarei stiinte este cunoscut ca perioada clasica Începând cu anii ’50, cele doua demersuri sunt combinate, completate nascând curentele criminologice clasice ce vor fi analizate într-un capitol ulterior Referindu-ne la criminologia moderna constatam ca este o compozitie eclectica, multidisciplinara-juridica, sociologica, politica, sociala motiv pentru care uneori este numita disciplina rendez-vous (David Downes) De asemenea nu putem face abstractie de regulile oricarei discipline academice care presupun un set de cunostinte sistematizate, proceduri si tehnici de investigare În forma ei moderna, criminologia este orientata spre domenii extrem de diversificate: -stiintifice -în domeniul institutional -în domeniul teoretic -în cel administrativ Obiectul criminologiei De la bun început trebuie precizat ca exista o multitudine de opinii, nu de putine ori divergente, cu privire la obiectul criminologiei Thorsten Sellin afirma despre aceasta stiinta ca este un fel de “regina fara regat” Antropologia vede în obiectul criminologiei studiul infractorului (biologic, psihologic etc), sociologia si psihologia sociala se opresc asupra faptei antisociale incluzând fenomenul infractional în formele mai largi de devianta sociala si confundând astfel criminologia cu sociologia deviantei Fiind doua perspective care pacatuiesc prin monocauzalitate s-a simtit nevoia unei analize mai profunde, multifactoriale; apar astfel abordari care îmbina penologia, prevenirea si tratamentul (Mannheim), altele care cuprind crima, criminalul si criminalitatea (Pinatel) sau criminologia critica focalizata pe cauzele sociale ale crimei, pe reactia sociala în fata crimei Sintetizând, trebuie sa vedem în obiectul criminologiei criminalitatea ca fenomen social, infractiunea, infractorul, victima si reactia sociala împotriva criminalitatii Criminalitatea ca fenomen social este de fapt un sistem cu proprietati si functii proprii, distincte calitativ de cele ale elementelor componente: - criminalitate reala (cifra neagra a criminalitatii) care se refera la totalitatea faptelor antisociale incriminate de legea penala, comise într-o perioada de timp într-un anumit spatiu; - criminalitatea aparenta (criminalitatea cercetata)–totalitatea infractiunilor raportate politiei/descoperite - criminalitatea legala (incriminata)- totalitatea infractiunilor care au facut obiectul unei hotarâri judecatoresti Infractiunea - manifestarea particulara a fenomenului infractional, având identitate, particularitati si functii proprii Infractorul - într-un sens strict juridic este persoana care cu vinovatie savârseste o fapta sanctionata de legea penala Victima - persoana asupra careia este îndreptata infractiunea sau care suporta direct sau indirect consecintele materiale, psihologice, sociale ale acestei fapte Reactia sociala- se refera în principal la prevenirea criminalitatii, înfaptuirea justitiei, reinsertie Scopul criminologiei Putem face distinctie între un scop general si unul imediat: Scopul general- fundamentarea unei politici penale eficiente Scopul imediat-stabilirea cauzelor particulare care duc la producerea unui anumit act criminal/infractional Metoda Manualul de fata nu-si propune initierea celor care-l parcurg în cercetarea criminologica si prin urmarea o sa ne rezumam la a puncta câteva aspecte legate de metodologia cercetarii criminologice Pentru cei care doresc sa aprofundeze aceste notiuni recomandam ca fiind deosebit de sintetice si utile capitolele privind metoda în criminologie ale unor criminologi români mentionati în bibliografie (V Cioclei, M Stanoiu, C Paun etc ) În primul rând trebuie subliniat faptul ca exista o multitudine de discipline stiintifice care “împrumuta” criminologiei o serie de metode si tehnici fara însa ca aceste sa fie preluate mecanic Cele mai utilizate metode de cercetare în criminologie sunt (conf M Stanoiu 1998): Metoda observatiei- reprezinta baza tuturor celorlalte metode particulare utilizate în domeniul criminologiei Poate fi observatie empirica (cu un caracter spontan) sau observatie stiintifica (dupa reguli complexe); Metoda experimentala- reprezinta de fapt o observatie provocata în conditii craete de experimentator; Metoda clinica-cerceteaza cazul individual în vederea stabilirii diagnostic si a unei profilaxii; Metoda tipologica-se refera la stabilirea unui pattern criminologic, la descrierea unor tipuri particulare de criminali; Metoda comparativa- presupune cel putin doua doua elemente încercându-se surprinderea si explicarea asemanarilor si deosebirilor dintre ele; Metodele de predictie- analizeaza legitatile, trendurile statistice dând posibilitatea întocmirii unor estimari ale evolutiei infractionalitatii Cele mai utilizate tehnici în domeniul criminolgiei sunt: Observatia- poate fi directa (nemijlocita) sau indirecta (analiza documentelor), globala sau partiala, sistematizata (de tip calitativ) sau nesistematizata (de tip calitativ), externa sau interna (participativa) etc Chestionarul-diferentiat dupa natura informatiei cerute (de opinie, de atitudine, de motivatie), dupa momentul codificarii informatiei (pecodificate, postcodificate), dupa modul de recoltare a informatiei; Interviul- se deosebeste de chestionar prin aceea ca utilizeaza mai degraba întrebari deschise Tehnica documentara- asa cum o spune si numele se bazeaza pe analiza documentelor si poate fi considerat o observatie indirecta Sunt avute în vedere statisticile oficiale, dosare privind cauzele penale, reactia sociala perceputa prin mass-media; Tehnicile secundare- teste de eficienta, de personalitate Utilitatea criminologiei Diversitatea opiniilor cu privire la influenta pe care criminologia o are asupra practicii penale, asupra faptului daca exista o astfel de influenta, este normala într-un spatiu atât de controversat Ceea ce este cu adevarat provocator este întrebarea pe care tot mai multi oameni de stiinta si practicieni si-o pun: trebuie sa existe aceasta influenta? Si daca da trebuie sa sporim rolul ei? Bunaoara, multi magistrati sunt de parere ca criminologia nu are nici o influenta si nu trebuie sa aiba nici una argumentându-se ca nici o cercetare nu a contribuit la îmbunatatirea sentintelor care oricum reprezinta mai mult o arta decât stiinta Michel Foucault neaga calitatea de stiinta a criminologiei considerând-o o pseudostiinta pentru ca este mai degraba utila practicii penale (instantelor) decât dezbaterilor academice Astfel, judecatorii au nevoie de limbajul pseudostiintific al criminologiei pentru a justifica si legitima deciziile lor, pedeapsa încetând sa mai fie o justificare în sine Intuind ca Foucault a îngustat foarte mult definitia criminologiei reducând-o la psihiatria juridica si psihologia clinica, Garland contrazice opiniile acestuia si argumenteaza prin legislatia penala britanica; el remarca existenta unui loc aparte în aceasta legislatie în care se depaseste criminologia traditionala a reabilitarii în modalitatile de aplicare a sentintelor, si se îndreapta spre tratarea infractorilor dupa principiul “atât cât merita” În momentul de fata, fara a se simti atacata de critici, criminologia este dominata de scepticism si vede aceasta ca pe o virtute nu ca pe o limita Spre exemplu demonstreaza cum simple fenomene sociale sunt privite ca probleme sociale în cadrul focalizarii atentiei politiei asupra unor grupuri tinta S-a mai spus, punându-se în discutie utilitatea criminologiei, ca aceasta neglijeaza “sursele de întelepciune” Downes si Rock observând dificila comunicare între criminologi si politicieni subliniind ca de multe ori exista opinia ca criminologia nu este importanta dar este interesant sa o utilizezi Daca vom cauta o relatie directa între teoriile criminologice si deciziile politice ne va fi greu sa le gasim dar la o analiza mai subtila aceasta relatie este evidenta Spre exemplu, dezideratul politic al suportului victimelor (în Marea Britanie) sau initierea unui program politic focalizat pe problematica tinerilor (în SUA) care a ajuns inevitabil sa utilizeze teoriile etichetarii de unde si politica de ne-institutionalizare a tinerilor infractori Cât priveste confruntarea criminologiei cu realitatea practica este interesant de urmarit cum politicul preia idei teoretice, niciodata direct dar aproape întotdeauna într-un mod amplificat În anii ’70, James Wilson publica cartea Thinking About Crime în care face o analiza ce demistifica politica liberala în materie penala, mitul succesului în reabilitarea infractorilor, ideile lui având un puternic impact asupra politicienilor Ceea ce a urmat a fost o crestere a ratei încarcerarii, initierea unei strategii punitive împotriva infractorilor de culoare etc La polul opus, în Marea Britanie, promovarea teoriei etichetarii la nivelul si prin guvernul laburist induce un proces de decarcerare Este un exemplu clasic de acum, cel al politicii penale ce a urmat guvernului Conservator, în anii ’80, în care politicul preia idei pertinente din analizele criminologice dar din pacate acestea sunt tratate secvential: este mai usor sa spui ca scoala sau familia sunt de vina decât sa intervii la nivelul inegalitatilor sociale si economice care pun scoala si familia în situatia de a fi de vina Este adevarat ca foarte rar exista o relatie directa între studii, cercetari si politica, între teorie si practica (exceptând poate teoria etichetarii) si poate ca este mai mult adevar decât o simpla gluma atunci când se spune ca din pacate pentru criminologie dar din fericire pentru democratie se întâmpla foarte rar sa existe conexiuni directe cele doua câmpuri Realitatea este ca procesul politic produce uneori un climat favorabil anumitor cercetari care au fost utilizate de politicieni în scopul lor Legatura dintre cercetare si politic nu este una mecanica ci se produce urmând pasii urmatori (Rock-Homme Office): Studiile determina interesul politicienilor Politicul este rational formulat si aplica anumite principii în practica Progresele politice sunt cercetate, masurate Are loc o noua modificare a politicii Frustrarile apar din expectantele nerealiste puse pe seama criminologiei, în special cele referitoare la reducerea automata a criminalitatii prin aplicarea, utilizarea unei teorii sau a alteia Tara cu cei mai multi criminologi (SUA) si în orice caz cu prestigioase scoli în domeniu este tara care are una din cele mai ridicate rate ale criminalitatii O explicatie posibila este aceea ca cresterea infractionalitatii nu este legata de criminologie sau de efectele politicii antiinfractionale ci de atitudinea de raportare a infractiunilor si practica de înregistrare a politiei, respectiv de conditiile socio-economice Infractiunile sexuale au cunoscut o explozie în statistici pe masura ce mentalitatea s-a schimbat, pe masura ce au fost depasite reticentele raportarii acestor cazuri, pe masura ce politicul si apoi politia au început sa fie foarte atente la acest capitol; furturile de masini au cunoscut un trend crescator odata cu cresterea masiva a numarului de automobile etc Criminologia traditionala Când ne întrebam ce stim despre infractiune si infractori ne gândim la o suma de factori Braihwaite demonstreaza ca este posibil sa listam o serie de acesti factori pe care orice teorie explicativa a infractiunii trebuie sa o contina, factori care transgreseaza cultura si timpul si sunt generali valabili: Preponderenta barbatilor Daca vrem sa prezicem cine va fi condamnat si cine nu , cea mai buna procedura este sa prezicem ca toti barbatii vor fi iar femeile nu (în Marea Britanie 43% dintre barbati si 14,7% dintre femei vor fi condamnati în cursul vietii, dintre care barbatii vor ajunge în închisoare în proportie de 86% iar femeile –4%/Farrington) Infractiunea este mai degraba specifica tinerilor (3/4 din totalul condamnatilor au pâna în 30 de ani în Marea Britanie) Sunt necasatoriti, locuiesc în orase mari, schimba des locuinta, locuiesc în arii cu vulnerabilitate mare Au educatie scazuta si prieteni infractori Sunt dezavantajati din punct de vedere socio-economic Din totalul barbatilor condamnati doar o mica parte sunt recidivisti (În Marea Britanie 7% din barbatii cu mai mult de 6 condamnari reprezinta 65% din totalul condamnatilor) Importanta vârstei la care a avut loc prima condamnare- cu cât este mai scazuta cu atât exista posibilitatea mai mare a recidivei Exista indubitabil un trend crescator al infractionalitatii în perioada de dupa Al Doilea Razboi Mondial O prima concluzie este aceea ca stim destul de mult despre cine sunt infractorii dar suntem descumpaniti în fata distributiei inegale a infractionalitatii Teoriile sociologice Literatura de specialitate cuprinde un numar coplesitor de teorii, unele, devenite clasice, au rezistat în timp, au creat adevarate scoli în jurul lor si au fost îmbogatite continuu, altele atrag atentia printr-o impecabila frumusete arhitecturala fara sa fie însa de mare ajutor practicienilor Spuneam mai devreme ca teoriile criminologice sunt prin excelenta eclectice si trebuie sa specificam ca furnizorul de idei cel mai apropiat criminologiei este sociologia Aproape mai toate teoriile importante din sociologie regasindu-se într-o anumita forma în criminologie dar influente vin si dinspre alte domenii precum: drept, statistica sociala, psihologie, psihiatrie etc Un exemplu clasic de mixare cu succes a contributiei diverselor stiinte într-o teorie criminologica îl reprezinta demersul lui Stan Cohen si Jack Young care au valorificat interactionismul simbolic al lui Edwin Lemert si Howard Becker cu teoriile statistice ale lui Leslie Wilkins Astazi, dupa temperarea entuziasmului pioneratului acestei relativ noi stiinte, este evident pentru toti specialistii ca nu exista o cale regala pentru a studia sociologia crimei Putem identifica o anumita coagularea a unor teorii în functie de înclinatia politica (liberale, conservatoare, radicale etc ), de importanta acordata genului, de presupuse baze metafizice ale lumii sociale (clasice, pozitiviste ), sau fata de propria lor istorie Daca ar fi sa construim un cuprins clasic al unui tratat de criminologie, atunci nu ar trebui sa lipseasca: Teoria anomiei a lui Durkheim si Merton, teoriile controlului social, teoria alegerii rationale, teoria activitatilor rutiniene, teoria Scolii de la Chicago, studiul relatiei între control si spatiu, criminologia radicala, criminologia functionalista, teoria etichetarii, analiza subculturilor delincvente, teoriile behavioriste Teoria tensiunilor sociale (Strain Theory) De sorginte durkheimiana, teoria clasica a tensiunilor sociale (uneori este numita motivationala) pleaca, în explicarea motivatiei comiterii infractiunii, de la analiza scopului si mijloacelor de realizare pe care fiecare dintre noi le avem Cu totii avem aspiratii relativ asemanatoare dar abilitati, oportunitati diferite de a le atinge Atâta timp cât societatea este prin natura ei injusta si inegala în distribuirea resurselor este posibil sa se ajunga la un astfel de comportament Atât “Diviziunea sociala a muncii” cât si “ Suicidul ” au fost scrise într-un moment în care Franta trecea prin profunde transformari, având sub ochi efectele schimbarilor intervenite în esenta procesului de solidaritate si integrare sociala El pune în evidenta faptul ca în absenta unei diviziuni sociale a muncii elaborate, o societate este caracterizata printr-o forma de solidaritate pe care el o numeste mecanica, caracterizata printr-un mod uniform de reactionare la problemele întâlnite Cei care deviaza de la comportamentul general sunt în mod automat sanctionati Este cazul societatilor preindustriale pentru ca odata cu intrarea într-o noua etapa (societatea industriala) apare un nou tip de solidaritate, organica, caracterizata prin diviziune sociala a muncii, prin valorizarea meritului si efortului, a contributiei fiecaruia la bunastarea generala Dincolo de ideile valoroase ale teoriei durkheimiene, realitatea este ca diviziunea muncii a fost impusa de o maniera fortata de noua societate capitalista care se nastea Oamenii nu au fost de acord cu modul în care era distribuita rasplata rezultata în urma efortului si cu atât mai putin în autoritatea morala a statului pe care îl vedeau lipsit de legitimitate Durkheim evidentiaza ca oamenii nu se nasc cu aspiratii si ambitii Acestea se capata prin generalizarea opiniilor si reactiilor celorlalti, din ritualurile sociale Când societatea este zdruncinata de schimbari rapide sau anarhie apare un alt mod de acomodare a ambitiilor personale cu disciplina sociala Durkheim a construit aceasta teorie, care este una dintre cele mai durabile, în jurul conceptului de anomie Un alt reprezentant de seama al acestei teorii este Robert Merton El analizeaza societatea americana (1938) si constata existenta unei discrepante profunde între aspiratiile construite de visul american al egalitatii oportunitatilor si realitatea inegalitatilor socio-economice De asemenea, constata ca încurajarea atitudinii de achizitionare a bunurilor rare, scumpe pentru obtinerea de status social produce delincventa Propunând o noua acceptie a conceptului de anomie , Merton surprinde o întreaga tipologie a adaptarii deviante a celor care se simt nedreptati de aceasta discrepanta Conformistul-accepta atât standardele de succes existente la un moment dat în societate cât si mijloacele considerate dezirabile de obtinere a acestuia Inovatorul- accepta scopurile, standardele sociale de succes dar gaseste alternative ilegitime cu privire la mijloacele de dobândire a acestui status Exemplul clasic este cel al organizatiilor de tip mafiot Ritualistul- neglijeaza scopurile dar face din mijloace scopuri si se focalizeaza pe îndeplinirea meticuloasa a acestora Evazionistul-respinge atât scopurile cât si mijloacele Ex: comunitatile de drogati Acceptarea mijloacelor dezirabile Acceptarea scopurilor dezirabile Conformistul Da da Inovatorul Nu da Ritualistul Da nu Evazionistul Nu nu Teoria mertoniana este preluata în anii ’50 de Albert Cohen care identifica existenta unui status al frustrarii capatat în sistemul educational: claselor de jos le sunt impuse valorile de succes ale clasei de mijloc si în felul acesta, înca din scoala, apare un blocaj la nivelul unor aspiratii ce par de neatins Lumea pe care o descrie Cohen nu mai este una a sanselor egale ci a învingatorilor si învinsilor, stabiliti înca de la începutul cursei: “conditia cruciala pentru emergenta noii forme de existenta culturala consta în interactiunea efectiva a unora cu ceilalti, în existenta unui cod similar de ajustare a raspunsurilor de catre aceiasi actori ” Urmeaza un carusel al carui început se concretizeaza în departarea de un anumit grup si acceptarea lui de catre altul aflat la extrema cealalta a spectrului social: “tinerii raspund în fata declinului comunitatii, pierderii coeziunii de clasa si insecuritatii economice prin resuscitarea în forme subculturale ale idealizarii si exagerarii versiunii masculinitatii claselor de jos/muncitoare ceea ce rezolva în mod ‘magic’ contradictiile nerezolvate ale culturii de baza” Teoria mizeaza pe caracterul non-utilitarist al majoritatii infractiunilor, pe cautarea unor explicatii care nu se opresc la întelegerea dorintei de a avea anumite bunuri ce nu pot fi dobândite prin mijloace legitime ci la întelegerea placerii câstigate pe termen scurt, satisfacerii unor impulsuri venite din frustrarea asumata de un destin aruncat într-o lume nedreapta În felul acesta trebuie sa ne explicam actele de vandalism, furia tinerilor de la meciurile de fotbal, agresivitatea gratuita Pentru Cohen infractiunea este mai mult decât un raspuns individual la o anumita motivatie, este un raspuns cultural Printre teoriile criminologice ale anilor ’60 se detaseaza cea a lui Cloward si Ohlin, numita teoria oportunitatilor diferentiale Ideea centrala este aceea ca tinerii din clasa muncitoare aleg conduite ilegitime de ajustare în functie de sistemul de valori, de oportunitatile pe care le întâlnesc în comunitatea în care se nasc si cresc Ceea ce-i reproseaza lui Cohen este ca a neglijat si alte forme de raspunsuri culturale cum ar fi cel determinat de vecinatate , ca a neglijat de asemenea faptul ca uneori pâna si oportunitatile ilegitime sunt limitate Vecinatatea creeaza diverse subculturi, pe care autorii le împart în trei categorii: Subcultura criminala care apare acolo unde exista stabilitate si unde oportunitatile ilegitime sunt disponibile Sunt foarte prezente infractiuni precum furtul sau tâlharia Acolo unde nu exista stabilitate ci o continua mobilitate a populatiei se instaleaza subcultura conflictuala care neaga atât scopurile cât si sursele de acces la statut Aici se întâlnesc mai multe culturi si conduite aflate în competitie spre…nicaieri Subculturile evazioniste sunt privite de autori ca fiind atinse de un dublu esec: pe de o parte nu reusesc în plan social nici utilizând oportunitatile ilegitime iar, pe de alta parte, nu accepta scopurile sociale si mijloacele legitime, ci pur si simplu abandoneaza…evadeaza În ultimul timp au aparut o serie de critici ale teoriilor care vad în discrepanta dintre aspiratii si posibilitatile de realizare a lor, cheia etiologiei infractionalitatii În Marea Britanie, Downes, studiind grupuri de tineri de la periferia Londrei, demonstreaza ca atât aspiratiile cât si asteptarile acestora sunt foarte scazute Ei sunt mai degraba fatalisti si retrasi decât furiosi Dunning, explicând atitudinea huliganilor se opreste asupra sensului masculinitatii în conceptia acestora, “hermeneutica” suficienta pentru a motiva atitudinea lor Se reproseaza acestor teorii ca nu se apropie de întelegerea fenomenului infractionalitatii în rândul clasei de mijloc, ca nu ne ajuta sa întelegem de ce majoritatea infractiunilor sunt episoade accidentale în viata tinerilor în conditiile în care ei continua sa traiasca în saracie si frustrare De ce nu apare recidiva? De ce, daca vorbim de frustrare si inegalitate, categoria cea mai afectata de frustrare si inegalitate-femeile - ramâne în umbra statisticilor privind infractionalitatea? Teoriile controlului social Fac parte ca si precedentele din asa numita clasa a teoriilor sociologice si au drept punct de plecare transferarea întrebarii de la “de ce fac ei ceea ce fac?” la “de ce noi nu facem ceea fac ei?” Teoria atasamentului social este reprezentata prin Travis Hirschi (1969) cu o carte de refrinta- Causes of Delinquency- în care se contureaza ideea centrala ca delincventa apare atunci când relatiile de atasament ale individului fata de societate sunt slabite sau întrerupte, ceea ce conduce la reducerea conformitatii În general indivizii aleg conformitatea pentru a nu distruge relatiile lor cu familia, prietenii, prietenii, locul de munca, scoala etc El afirma ca unii dintre noi suntem “mai morali” decât altii în sensul în care simtim granita societatii conventionale în diferite stadii Jaloanele acestei granite sunt, în conceptia lui, în numar de patru: Atasamentul fata de altii, în particular fata de parinti si profesori, prieteni, biserica etc Atunci când exista un puternic atasament exista si un puternic control, respectiv când acesta este scazut poate aparea o dezvoltare dizarmonica a personalitatii Angajamentul presupune gradul în care individul arata interes fata de sistemul social si economic Daca individul are foarte mult de pierdut în termeni de statut, loc de munca, atunci probabilitatea de a deveni delincvent este mica Adultii spre exemplu sunt mai angajati decât copiii Implicarea se refera la investirea timpului în activitati sociale dezirabile, în acte conventionale ceea ce diminueaza timpul si energia pentru scopuri ilegitime Convingerile sau credinta în validitatea regulilor, în valorile si normele conventionale reprezinta cel de-al patrulea element Daca acesti patru piloni sunt fragili este foarte posibil sa ne simtim “liberi” sa comitem infractiuni Teoria circumstantelor este reprezentata de David Matza care combina elemente ale teoriilor care au ca centru de greutate motivatia cu cele bazate pe punerea controlului în centrul ecuatiei El identifica structuri de gândire si comunicare specifice delincventilor, punând în evidenta ca între viata conventionala si cea ilegala exista o interactiune repetata, amânând, evitând, flirtând una cu cealalta Fara a nega posibilitatea liberului arbitru sunt pusi în lumina acei factori externi, conjucturali care au o semnificatie importanta Analizând societatea americana, cosmopolita, multiculturala, pluralista caracterizata implicit prin mai multe sisteme de valori, observa ca societatea conventionala încearca sa controleze exprimarea acelor valori, daca sunt conforme cu cele ale majoritatii, si sa le plaseze pe cele specifice unei culturi într-un anumit spatiu si timp Sub imperiul moralitatii, societatea catalogheaza ca fiind indezirabile o serie de valori Cât priveste rationalizarile pe care si le elaboreaza infractorii, autorul identifica cinci categorii de tehnici de neutralizare a responsabilitatii: negarea responsabilitatii- conduita specifica celor care nu dispun de capacitati afective negarea pagubelor-furtul este privit ca un împrumut negarea victimei - “si el a furat probabil de la altcineva” condamnarea condamnatorilor-“si tu ai fi procedat la fel” apel la o etica superioara-infractiunea era necesara-“nu puteam sa fug, trebuia sa-l apar” În cartea sa Delinquency and Drift, Matza pune în evidenta existenta unui pattern al comunicarii în grupurile delincvente: înselaciunea, pacaleala, amenintarea, agresivitatea masculina, lipsa intimitatii Rezultatul este ca fiecare “crede” ca celalalt comite infractiunea si de fapt nimeni nu este responsabil iar elementele decizionale sunt absorbite de presiunea grupului Critica acestei teorii este legata de faptul ca s-a demonstrat ca în realitate infractorii nu au tendinta de a calcula costurile si beneficiile actiunilor lor, de faptul ca ni se spune prea putin despre mecanismul care face ca anumiti oameni sa comita infractiuni si altii nu si nu în ultimul rând nu este abordata o explicatie asupra recidivei Teoria abtinerii (Containment Theory) este reprezentata de un membru al Scolii de la Chicago, Reckless care afirma în cartea sa The Crime Problem ca indivizii au o serie de cenzuri sociale care îi ajuta sa reziste la presiunea de a comite infractiuni Din seria presiunilor sociale de a comite infractiuni pot fi enumerate: presiuni exterioare (saracie, marginalizare) apartenenta la o subcultura devianta, influenta mass-media presiuni interne (trasaturi de personalitate, complexe de inferioritate, conflicte interioare) Obstacolele în calea acestor presiuni ar putea fi: a ) obstacole interne (internalizarea valorilor conventionale, trasaturi de personalitate) b ) obstacole externe (o familie suportiva, situatie materiala buna) Punând în balanta cele doua tipuri de factori, o persoana poate deveni delincventa daca factorii predispozanti sunt mai puternici decât obstacolele Teoria alegerii rationale si teoria activitatilor rutiniere Teoria alegerii rationale s-a nascut prin valorificarea clasicelor teorii utilitariste care ne duc la Adam Smith, Jeremy Bentham sau Cesare Beccaria De curând repusa în drepturi în criminologie, îl are ca reprezentant pe Ron Clarke Fara a insista pe prezentarea ei vom mentiona ca ideea centrala se refera la opinia ca rata criminalitatii raspunde la trei tipuri de factori: În ce masura este posibila descurajarea potentialilor infractori printr-un control mai riguros al accesului în zonele vulnerabile/tinte, controlul facilitatilor asociate crimei; Perfectionarea modalitatilor de supraveghere a politiei a spatiului public, extinderea supravegherii electronice, multitudinea de masuri de protectie privata Reducerea posibilitatilor de “rasplata” a infractorilor: utilizarea masiva a cartilor de credit, iluminat public, supravegherea reciproca a proprietatilor etc Oarecum apropiata teoriei alegerii rationale, teoria activitatilor rutiniere mizeaza pe faptul ca un fenomen patologic precum crima (infractiunea), trebuie explicat prin conditii patologice precum alienarea, saracia, disfunctii familiale etc Exista o serie de conditii care duc la cresterea infractionalitatii, conditii care îsi gasesc explicatia tocmai în schimbarea modului nostru zilnic de viata, în schimbarile tehnologice uimitoare care s-au produs în ultimul timp: exista la tot pasul tentatia unor obiecte de folosinta uzuala, miniaturale aproape dar cu mare valoare financiara (ceasuri, aparatura electronica, numeroase magazine de bijuterii, industria magazinelor de arta etc); furtul masinilor sau din masini a cunoscut o explozie tocmai în perioada în care numarul automobilelor a început sa creasca vertiginos, odata cu punerea la punct a industriei asigurarilor care a scazut vigilenta proprietarilor; schimbarea modului de viata traditional al familiilor, implicarea femeii în viata sociala si profesionala, a facut ca un numar tot mai mare de locuinte sa ramâna fara “stapân” pe timpul unei bune perioade a zilei, adica noi tinte vulnerabile, tentante; Timpul liber al adolescentilor neimplicati în activitati dezirabile, lipsa de supraveghere din partea parintilor a permis crearea unei culturi a tinerilor care uneori este asociata comportamentului delincvent; Cresterea infractiunilor mai are si o importanta latura subiectiva deoarece trebuie sa fim precauti în compararea statisticilor pe perioade îndelungate de timp: cât din cresterea infractionalitatii raportate se datoreaza de fapt schimbarii mentalitatii populatiei în legatura cu practica reclamarii infractiunilor, cât se datoreaza usurintei tehnice de a contacta politia prin telefon etc? Teoriile culturale ale deviantei În principal se refera la acele teorii care analizeaza comportamentul deviant din perspectiva raportarii indivizilor la cultura din care provin Întelesurile si motivele actiunii nu sunt stabilite si consolidate de fiecare în solitudine ci sunt construite în hatisul de relationari impuse de viata sociala Probabil ca s-a remarcat în subsidiar, descriind teoriile lui Cohen, Matza sau Hirschi, ca diferentierea între tipuri de explicatii este un demers pur teoretic care are rolul sa ne descurce în hatisul de paradigme pe care-l întâlnim de fiecare data când ne apropiem de acest domeniu În realitate toate aceste teorii pot fi foarte bine apropiate, spre exemplu, de ceea ce numim teoriile culturale ale deviantei Cu totii cei amintiti folosesc conceptul de subculturi delincvente si este aproape un truism sa spunem ca ceea ce este comportament infractional pentru membrii unei anumite culturi poate fi valorizat în cadrul unei subculturi Când vom analiza teoria etichetarii vom descoperii din nou cât de relativa este granita acestor clasificari Desi de obicei i se confera un înteles peiorativ, este de multe ori vorba mai degraba despre dependenta, despre autonomie simbolica decât despre conflict Procesul prin care apar conflictele culturale este descris de Thorsten Sellin si Walter Miller Ei pun în evidenta faptul ca normele culturii dominante la un moment dat în societate devin în mod automat norme juridice iar normele altor culturi sunt oarecum marginalizate Aceasta excludere determina uneori un protest fata de cultura dominanta prin refugierea în propriul spatiu guvernat de norme si valori aparte si nu de putine ori rezultatul este acela al aparitiei subculturilor delincvente Teoria asociatiilor diferentiate- pornind de la ipoteza de lucru ca personalitatea individului depinde de cultura din care provine, Edwin Shutherland afirma, în esenta, ca riscul ca indivizii sa devina infractori este amplificat în cazul în care au mai multe contacte cu cei care sunt infractori decât cu cei care nu sunt Este o continuare a teoriei imitatiei a lui Tarde bazata pe învatarea comportamentului delincvent iar procesul prin care se produce asocierea cu indivizi care apreciaza favorabil comportamentul infractional si izolarea de ceilalti este explicat prin existenta unui context social cunoscut sub numele de dezorganizare sociala Teoria lui Shuterland poate fi sintetizata în urmatoarele puncte: a ) Contextul învatarii comportamentului infractional este grupul b ) Comportamentul delincvent învatat include tehnici de comitere a infractiunii dar si atitudini si rationalizari ale actelor sociale O persoana devine delincventa daca primeste un exces de definitii favorabile încalcarii legii în detrimentul celor respectarii lor Asociatiile diferentiale pot varia în functie de frecventa, durata, prioritate si intensitate Procesul de învatare a comportamentului infractional este similar celui de învatare a comportamentului social Comportamentul delincvent se fundamenteaza pe valori si atitudini specifice Ceea ce nu “ne spune” aceasta teorie este unde anume începe acest cerc vicios, cum s-a constituita acel grup contagios pentru indivizi dintr-un spectru social dezirabil De asemenea nu se ofera un raspuns la o întrebare pe cât de simpla pe atât de importanta: de ce numai anumiti indivizi care sunt în situatia descrisa sfârsesc prin a imita comportamentul grupului, adera la acesta iar altii nu? Critica teoriilor culturale ridica de asemenea problema patologiei subculturilor: sunt ele în întregime patologice? Delincventa se poate explica numai prin apartenenta la o subcultura fie ea si unanim recunoscuta ca delincventa? Teoriile ecologice Uneori sunt cunoscute sub numele de criminologia mediului si reprezinta studiul infractionalitatii si al victimizarii în functie de locul în care aceste fenomene au loc, de felul în care indivizii, grupurile capata spatialitate si în ce fel sunt ei influentati de spatiu Primele studii de acest fel au fost de natura etnografica si sunt legate de numele lui Henry Maylew (1862) dar au capatat amploare în perioada interbelica sub influenta faimoasei Scoli de la Chicago, ale carei idei sunt ”redescoperite” de curând sub numele de “Noua Scoala de la Chicago” Fara îndoiala ca principala contributie a promovarii acestei teorii apartine studiilor elaborate de Universitatea din Chicago Thorsten Sellin iar mai apoi Clifford Shaw si Henry Mc Kay au relizat primele studii empirice prin care cautau sa surprinda distributia spatiala a infractiunilor si sa explice distributia spatiala a infractorilor Apare un nou tip de sociologie cunoscuta sub numele de sociologie urbana în care este promovat conceptul de ecologie sociala si care consta în conceperea unor studii ale spatiului si relatiilor temporale ale oamenilor, afectate de selectia, distributia si acomodarea cu influentele mediului Robert E Park si Ernest W Burgess construies harti urbane, reprezentative pentru un oras american tipic, în care surprind 5 zone concentrice: Zona 5 Zona 4 Zona 3 Zona 2 Zona 1 zona de afaceri (centrul), zona de tranzitie, zona locuintelor muncitoresti zona locuintelor clasei de mijloc suburbiile (navetistii) Cei care au alcatuit aceste harti au observat ca Zona 2 este zona cu cea mai mare mobilitate demografica, cu un slab control social cu mari diferente sociale, populatie eterogena ce include si multi imigranti Este o zona caracterizata, printre altele, de saracie, somaj, nivel scazut al educatiei Din toate aceste motive, într-un oras american tipic aceasta pare sa fie zona cea mai vulnerabila din punctul de vedere al delincventei Ulterior conceperii acestei teorii au aparut o serie de critici si rezerve asupra acuratetii ei În primul rând s-a spus ca în ciuda succesiunii valurilor de imigranti si a mobilitatii populatiei din Zona 2, se observa o anumita continuitate culturala, forme de organizare foarte bine puse la punct În fond, delincventa în aceste zone este perpetua tocmai pentru ca exista organizare, un tip de disciplina si valori si nu pentru ca exista dezorganizare Meritul cercetarilor urbane sunt importante deoarece au pregatit terenul pentru cea de a doua generatie a Scolii de la Chicago, Sutherland si Cressey De asemenea zestrea cunostintelor capatate în cursul acestor cercetari au facut posibile studiile privind spatiul infractional, studiile privind subculturile delincvente Wiles si Bothoms de la Universitatea din Sheffield au pus în evidenta reflectarea zonei de rezidenta în judecata morala Reputatia unei arii, spun ei, devine o problema criminologica deoarece exista un anume impact al acestei în felul în care sunt tratati inculpatii în sistemul juridic în functie de apartenenta la un tip de zona sau alta În anii ’70, criminologia îsi deplaseaza interesul de la infractori spre infractiune, spre oportunitatile favorabile aparitiei infractiunii Se face distinctia între arealul infractorilor si arealul infractiunilor, de asemenea se insista pe diferentierea între aria ratei infractionalitatii si aria ratei victimizarii Hartile construite de Terence Morris (1957) nu mai sunt atât de uniforme, de fapt harta rezidentei infractorilor este complet aleatoare Critica Lui Newman Mannheim (1965) pune în desuetudine teoria Scolii de la Chicago, crima în societatea post-moderna a suferit transformari esentiale, a devenit transnationala, s-a adaptat schimbarilor tehnicii si a trebuit sa faca fata unui nou raspuns al societatii care nu se mai multumeste sa lase statului aceasta responsabilitate ci dezvolta forme private, profesioniste de protectie precum si modalitati comunitare de supraveghere si interventie Teoria etichetarii Nici o alta teorie criminologica nu a avut atâta succes precum teoria etichetarii Poate pentru ca este de discutat în ce masura este o teorie chiar daca legatura ei cu practica si politica este una directa Teoria etichetarii pleaca de la premisa ca oamenii nu raspund pasiv la realitatea sociala asa cum este ea în mod obiectiv, ci realizeaza propria lor reprezentare în functie de ideile lor despre lume Oamenii se vad pe însisi raportându-se la celalalt semnificant, proiecteaza simbolic actele lor si ale altora, anticipeaza raspunsul celorlalti în functie de experienta anterioara Howard Beker, un reprezentant de seama al interactionismului simbolic specifica în Becaming a Marihuana User (1963): “devianta nu este o calitate a persoanei care comite actul respectiv ci o consecinta a aplicarii de catre altii a regulilor de numire a ceea ce este infractiune” Comportamentul deviant este comportamentul etichetat astfel Primele elemente care anunta aparitia acestei teorii le întâlnim la Tannenbaum (1938) dar cel care o consacra în forma ei clasica este Edwin Lemert (1951) În primul rând el face distinctia între devianta primara si cea secundara specificând ca spre deosebire de prima, cea de a doua este de fapt o reorganizare a experientei individului ca urmare a faptului ca a fost identificat si etichetat ca fiind infractor: “Când o persoana începe sa angajeze un comportament deviant sau un rol bazat pe întelesul defensiv, pe ajustarea problemelor legate de ajustarea problemelor create de reactia sociala fata de el, devianta este secundara ” Odata stigma atribuita, individul îi va fi aproape imposibil sa se elibereze de aceasta eticheta si îsi va asuma acest rol deviant Drumul catre asumarea “etichetei” poate fi prezentat astfel: 1 )Situatia initiala- perceptia individului este ca nu este cu nimic diferit de toti ceilalti 2 )Dupa aplicarea etichetei- perceptia individului – de ce ma trateaza asa? 3 )Raspunsul individului la eticheta- nu par sa fiu ca ceilalti, poate sunt altfel 4 ) Reactia poate fi: conformism si anularea etichetei incapacitate de anulare a etichetei si debut în cariera infractionala Comportamentul deviant este privit ca fiind creat tocmai de agentii controlului social care reprezinta interesele grupului dominant “Controlul social conduce la devianta de aceea de controlul social trebuie sa înceapa studiul deviantei în societatea moderna” (Lemert, 1967) Howard Beker afirma fara echivoc ca trebuie sa întelegem comportamentul deviant ca fiind acel comportament pe care oamenii îl numesc asa Devianta este asadar o calitate a actului din momentul în care actorii sociali o definesc asa Beker creaza termenul de antreprenori morali pentru a desemna agentiile care sunt implicate în procesul de etichetare Rezumând, principalele trasaturi ale teoriei etichetarii sunt: - nici un act nu este criminal prin el însusi - definitiile actului infractional sunt oferite de catre clasa aflata la putere - un individ devine infractor nu comitând un act ci dupa acel act este definit astfel de catre autoritati - momentul identificarii faptuitorului unui anume act este începutul procesului de etichetare - decizia autoritatilor judecatoresti este determinata de vârsta, clasa sociala si rasa celui adus în fata instantei - sistemul judecatoresc se bazeaza doar pe presupunerea liberului arbitru si nu recunoaste determinismul social - procesul de etichetare poate conduce la identificarea individului cu imaginea devianta sau cu o anumita subcultura Teoria etichetarii arata, înainte de toate, limitele interventiei în sistem Anii ’70 care au cunoscut confuzia unei concluzii socante în fata statisticilor rezumata în celebrul “nimic nu merge”, au aratat ca interventia nu reduce recidiva Se pledeaza pentru minima interventie, maxima diversiune (evitarea judiciarizarii) si recomanda ca în lucrul cu infractorii recidivisti sa se insiste pe partea cognitiv comportamentala Întrebarea pe care trebuie sa ne-o punem este daca nu cumva trebuie sa ne deplasam interesul de la etichetarea deviantei la etichetarea institutiilor: politie, instante, media etc Teoriile biologice Teoriile prezentate pâna acum fac parte dintr-o categorie mai mare numita a teoriilor sociologice Prezentam în continuare, foarte sintetic teoriile biologice si cele psihologice Am specificat ca nu exista o teorie miracol în materie de etiologia infractionalitatii, indiferent de ce natura este ea, ci numai situatii particulare în care o anumita teorie sau o suma a acestora ne apropie de adevar Teoriile psihologice dar mai ales cele biologice trebui privite cu mare circumspectie deoarece pot conduce la discriminari pe criterii rasiale, ereditare etc Teoriile biologice stabilesc urmatorii factori predispozanti: tipul constitutional (Glueck), disfunctiile glandulare (Schapp si Smith), iregularitatile cromozomiale (Jacobs), activitatea cerebrala anormala (Eysenck), factorii genetici Analizând implicatiile factorilor genetici trebuie spus de la bun început ca acestia nu determina un comportament infractional dar pot predispune la acesta Problema cercetarii acestor implicatii este dificil de realizat deoarece în universul social nu se pot produce conditii de laborator în care acesti factori sa fie izolati de alte variabile: educatie, experienta etc Cercetând doua grupuri, unul de delincventi unul de non-delincventi s-a constatat (Sheldon si Glueck), ca în comparatie cu grupul de non-delicventi, delincventii proveneau din familii cu o istorie infractionala, cel mai bun predictor fiind criminalitatea tatilor Christiansen a studiat la sfârsitul secolului trecut, un numar de aproape 4000 de gemeni cu privire la incidenta comportamentului infractional iar concluzia a fost ca daca un geaman este implicat într-un act infractional, fratele sau geaman, univitelin, va fi infractor cu o probabilitate de 35 % si numai cu o probabilitate de 12% daca nu sunt gemeni identici Teoriile psihologice Teoriile psihologice au multe elemente comune cu cele biologice Cele mai multe dintre acestea desemneaza ca factori ai infractionalitatii defecte sau incapacitati ale individului Acestea pot fi grupate dupa factori pe care se concentreaza: capacitatea mentala, structura de personalitate si dezvoltarea personalitatii Capacitatile intelectuale Goddard a intuit importanta nivelului scazut al inteligentei în aparitia comportamentului infractional El considera inteligenta ereditara si nemodificabila Un deficit de inteligenta poate sa conduca la incapacitatea de a anticipa consecintele anumitor acte, la îngustarea opiniilor de actiune si la însusirea unui stil cognitiv stereotip si rigid Structura personalitatii Explicatiile concentrate pe structura de personalitate a persoanelor delincvente, au o orientare psihodinamica, considerând comportamentul infractional ca simptom al unor conflicte psihice constiente sau inconstiente Aceste explicatii fac de obicei obiectul psihologilor clinici care, pe lânga testele de inteligenta, mai utilizeaza pentru descrierea profilului psihologic si alte categorii de teste (ex California Psychological Inventory) Aceste teste au fost intens utilizate pentru a determina daca exista o structura de personalitate specifica infractorilor Rezultatele au fost contradictorii: concluziile testului Rorschach au aratat diferente între delincventi si non-delincventi în sensul în care primii pareau mai extravertiti, impulsivi, împotriva autoritatii, agresivi si ostili Alte teste nu au fost însa în masura sa delimiteze între cele doua categorii Dezvoltarea personalitatii Piaget propune o succesiune de stadii de dezvoltare pâna la cel în care este posibila aprecierea judecatilor morale Concluziile lui Sullivan si Grant au fost ca pâna la maturitate individul parcurge 7 stadii si la fiecare “prag” apar crize si probleme interpersonale Infractorii, ar fi în opinia lor, aceia care nu au reusit sa ajunga la nivelul superior de maturitate si prin urmare nu sunt capabili sa înteleaga regulile sociale si sa-si controleze comportamentul Aceasta teorie este utila în plan practic ea fiind de altfel preluata de modelul dezvoltarii sociale Ca principiu al actiunii comportamentaliste, sunt recomandate pentru interventie momentele zonelor de tranzit de la un stadiu la altul Gen si infractionalitate Utilizarea conceptului de gen este preferabila celui de sex deoarece, spre deosebire de cel din urma, suprinde mai bine caracteristicile sociale pe care dorim de fapt sa le punem în evidenta Începând cu anii ’50, diferite studii au masurat stiintific diferentierile psihologice dintre barbati si femei corelând aceste aspecte cu analiza ocuparii diverselor statusuri în structura sociala În esenta, s-a observat ca diferentierile dintre barbati si femei, în plan social, rezulta din internalizarea normelor culturale carora le apartin precum si a comportamentului apropriat sexului lor Daca ne referim la perspectiva feminista din criminologie trebuie sa amintim mai întâi ca vorbim doar generic de feminism, în realitate existând 6 tipuri de feminism (Tong 89): Feminismul liberal –militeaza pentru egalitatea oportunitatilor în competitia sociala, profesionala, politica etc Feminismul marxist- pune în evidenta bazele materiale ale statului injust al femeii Feminismul socialist- explica de ce s-a ajuns ca femeile sa fie considerate cetateni de rang secund Feminismul existentialist- ofera o explicatie filosofica, metafizica a modului de percepere a femeilor, mereu în raportare cu barbatii, conexe acestora, statului lor Feminismul psiho-analitic- arata cum normele referitoare la gen impun structuri de gândire internalizate Feminismul post-modern- demonstreaza ca realitatea sociala este una construita de barbati si în consecinta exista mecanisme institutionale de perpetuare a dominatiei masculine Întrebarile la care încearca sa raspunda criminologia feminina pornesc chiar de la a pune în discutie ceea ce este considerat clasic si unanim acceptat în criminologie: teoriile criminologice pe care le stim ofera de fapt explicatii nu atât despre comportamentul uman , general vorbind, ci despre comportamentul masculin si despre criminalitatea masculina (E Leopard 82) Pot oare teoriile care descriu infractionalitatea masculina sa fie aplicate în acelasi timp si celei feminine? Este necesara o singura teorie sau avem nevoie de fiecare data sa imaginam doua tipuri de raspunsuri? Conceptele de feminitate/masculinitate sunt extrem de dificil de cuprins, de operationalizat, în special când intentionam sa le asociem studiului criminalitatii Daca rolul asociat sexului deriva din normele culturale tot atât de adevarat este ca acestea au ca punct de plecare diferentele biologice înnascute Masculinitatea poate fi asociata unei realitati culturale dar atât din punct de vedere istoric cât si antropologic se observa o empirica diversitate în masculinitate pe care o întâlnim pe parcursul diverselor culturi în timp si spatiu Este evident ca nu putem sa ne referim la masculinitate doar ca la un rol extern care în mod pasiv este internalizat în procesul socializarii De ce numarul violurilor este foarte ridicat în Australia, foarte scazut în Japonia si undeva la mijloc în Germania? Raspunsurile lipsite de echivoc sunt periculoase în absenta unor cercetari stiintifice riguroase Ceea ce este evident este existenta unor stereotipuri culturale ale masculinitatii care pot constituii începutul unei explicatii ce trebuie sa fie multifactoriala Mai toate studiile de gen revin obsesiv la câteva întrebari: De ce femeile comit mai putine infractiuni? În ce masura acestea sunt mai putin grave, mai putin profesionalizate, mai putin reiterate? Este un truism sa spunem ca indiferent de spatiu si timp femeile comit mai putine infractiuni decât barbatii O analiza mai nuantata ne arata însa ca, încetând sa punem tot timpul în comparatie cu infractionalitatea masculina, schimbarile criminalitatii feminine sunt majore: este vorba de o crestere foarte rapida dupa anii ’60, de o schimbare a patternului criminalitatii feminine care este tot mai “masculinizata”, mai agresiva Explicatiile s-au oprit asupra trendului general al emanciparii femeii dar studiile feministe arata ca principala cauza o reprezinta marginalizarea, saracia, lipsa educatiei În plus, nu trebuie uitat ca stigma pe care o sufera femeile în “moara” justitiei penale este dubla fata de cea pe care o resimt barbatii Schimbarile intervenite la nivelul familiei si în special trecerea femeii din spatiul casnic în cel public, în transferul familiei la familia monogama Aceasta transformare nu a adus cu sine si echilibrarea obligatiilor traditionale, casnice S-a demonstrat în studiul unui lot de familii în care sotii erau doctori ca doar 1% dintre barbati îndeplineau obligatii precum gatit, piata, curatenie în timp ce 80% dintre partenerele lor, desi aveau aceleasi obligatii profesionale, îndeplineau aceste sarcini familiale Daca ne întoarcem la mecanismul socializarii vom observa, chiar si la o analiza frugala, ca masculinitatea înseamna cultivarea înca de la vârste fragede a agresivitatii, competitiei, unui limbaj specific, respectiv feminitatea este sinonima cu educatia, îngrijirea, cooperarea (Campbell) Este de fapt o dihotomie între un specific ce merge spre gândire concreta si empirica si gândire individual abstracta (Gilligan) Prezentam mai jos o schema care poate explica motivele pentru care rata infractionalitatii la femei este mai mica decât la barbati: Socializare diferita Control social strict putine oportunitati Acasa În public la locul de munca Monopolul barbatilor asupra Reputatie sfere separate violentei Minoritati etnice si infractionalitate Aspecte generale privind problematica etniei rromilor Deoarece din ansamblul minoritatilor etnice din România, singura care atrage interesul criminologilor este minoritatea rroma, o sa ne referim exclusiv la aceasta În general, când este abordat subiectul etniei rromilor este aproape în mod indubitabil asociat problematicii discriminarii etnice În multe tari exista minoritati etnice mai puternic reprezentate decât altele în sistemul justitiei penale Întrebarea care se pune adesea este daca aceasta se datoreaza starii infractionale ridicate în rândul etniei respective sau daca nu cumva este vorba de un tratament diferentiat în sistemul justitiei penale Din punct de vedere juridic putem spune fara teama de a gresi ca nu exista în Constitutia României (1991), Codul Penal, Codul de Procedura Penala, Legea 23 privind executarea pedepsei cu închisoarea (1969) sau în alte reglementari juridice, dispozitii care sa contravina spiritului european privind problematica discriminarii pe criterii etnice Mai mult decât atât, în Constitutia României exista reglementari clare care consacra egalitatea în drepturi a tuturor cetatenilor români, care garanteaza protejarea reprezentantilor minoritatilor etnice de orice fel de discriminare Este vorba de art1 alin 3, art 4 alin2, art 6 alin 1, art 16 alin 1 De asemenea exista prevederi exprese care specifica faptul ca tratatele internationale ratificate de Parlamentul României fac parte din dreptul intern ( art 11 si art 20) Reamintim ca România a ratificat o serie de documente internationale care protejeaza implicit sau explicit si drepturile minoritatilor etnice: Declaratia Universala a Drepturilor Omului (1948), Pactul International privind Drepturile Civile si Politice (1966), Pactul International privind Drepturile Sociale, Economice si Culturale, Conventia împotriva Torturii (1984), Regulile de la Beijing (1985), Regulile de la Tokyo (referitoare la pedepsele neprivative de libertate 1990), Regulile de la Riyadh (privind preventia delincventei juvenile 1990) Realitatea sociala, economica, culturala ne arata ca reglementarile juridice nu reprezinta decât începutul unui lung drum la capatul caruia trebuie sa se afle o societate în care discriminarea pe criterii etnice sa nu reprezinte altceva decât episoade izolate “taxate” de comunitate si în final de justitie Cazul minoritatii etnice a rromilor este unul extrem de complex si în noua Europa care se naste de 10 ani încoace el a încetat sa fie unul al României, al Bulgariei sau al Spaniei ci este unul al Europei Granitele devin pe an ce trece tot mai putin bariere iar mobilitatea specifica acestei minoritati trebuie luata în consideratie daca afirmam problematica minoritatii etnice a rromilor ca fiind o problema europeana Exceptând Spania, majoritatea populatiei acestei etnii se afla în centrul si estul Europei, în spatiul fostilor sateliti ai Uniunii Sovietice Minoritatea etnica a rromilor nu poate fi analizata fara a lua în considerare aceasta realitate istorica pentru ca ea ne vorbeste de politici mai mult sau mai putin dure de asimilare fortata, de distrugerea unei importante zestre culturale, de marginalizare economica prin pierderea meseriilor traditionale fara a pune mai nimic în loc, de absenta unor programe educationale coerente special destinate acestui minoritati În cazul României si din câte cunoastem si al celorlalte tari în discutie, când încercam sa ne explicam sursa discriminarii acestei etnii trebuie sa ne ducem chiar mai departe în istorie Pe teritoriul României, prima atestare documentare dateaza din 1385 si mult timp în istorie statutul acestei populatii a fost unul marginal de semisclavie (robi) Trebuie sa analizam situatia actuala luând în considerare aceasta realitate istorica, diferentele culturale între populatia majoritara si etnia rromilor precum si particularitatea socio-economica pe care o reprezinta perioada de tranzitie a României Nu este locul acestui studiu pentru a insista asupra tuturor acestor aspecte ci doar dorim sa amintim ca exista o vie dezbatere asupra locului în care se termina dreptul la diferenta culturala a unui grup etnic si unde începe ceea ce societatea ”majoritarilor” catalogheaza ca fiind deviant daca nu cumva delincvent De asemenea trebuie sa avem în vedere ca tranzitia a afectat în modul cel mai grav acele segmente de populatie considerate dezavantajate (batrâni, femei, someri etc) Rromii au fost în prim planul acestui tavalug de recesiune economica, saracie, abandon scolar, rasturnare a valorilor traditionale Câti sunt si cine sunt rromii în conflict cu legea? Daca întrebam un ziarist român sau un student sau un simplu cetatean pe strada, probabil ca raspunsul va fi foarte transant: “majoritatea infractorilor si implicit detinutii din închisori sunt tigani si în general cei ce apartin acestei etnii sunt raufacatori care sfideaza legea” Presa scrisa sau televiziunea sunt pline de astfel de asertiuni La nivelul vietii de zi cu zi sunt deja locuri comune sfaturile parintilor: “nu ai voie sa te joci cu tiganii!” sau: “daca nu esti cuminte chem tiganii sa te ia!” În scoli istoria se repeta Anunturile de angajare sunt pline de discriminari privind rromii, anunturile imobiliare care vor sa fie tentante specifica “bloc fara tigani” Suntem în fata unui climat cultural generalizat în care discriminarea etniei rromilor este evidenta Chiar si în luarile de pozitie oficiale ale Ministerului de Interne sau ale altor reprezentanti ai spectrului politic, ceea ce se scoate în evidenta este vârful icebergului –rromii sunt foarte adesea în conflict cu legea Nimic sau aproape nimic despre uriasele probleme economice, sociale despre defavorizare sociala, despre diferente culturale Absolut nimic despre “fabrica de etichetare” în care am intrat cu totii si din care nu se poate iesi prin seminarii, conferinte sau invocarea la nesfârsit a existentei unei legislatii nediscriminatorii Daca privim ultimul recensamânt (1992) vom fi surprinsi sa constatam ca dintr-un total al populatiei ce depaseste 22 milioane de cetateni doar câteva sute de mii si-au declarat apartenenta etnica rroma Exista estimari care merg însa pâna la 10% din totalul populatiei Ceea ce este aproape sigur este ca România are cea mai numeroasa proportie de reprezentati ai etniei rroma În penitenciare exista aceeasi dificultate de a afla câti etnici de etnie rroma executa pedeapsa închisorii În statistica penitenciarelor nu exista criteriul etnic, repartizarea pe camerele de detinere nu tine seama de aceasta variabila, nu exista nici o reglementara în legea executarii pedepselor sau ordin intern care sa prevada o discriminare negativa sau pozitiva Particularitatile acestei etnii nu sunt comparabile cu cazuistica în care sunt abordate alte minoritati etnice din sistemul penitenciar românesc sau din alte tari Maghiarii nu au nici o rezerva în a-si declara apartenenta la etnia respectiva si oricum folosesc limba materna zi de zi Minoritarii de culoare sau asiatici din alte sisteme penitenciare nu au nici o rezerva si de altfel este imposibil sa eludeze realitatea Exista un principiu etic fundamental ca nu poti sa cataloghezi o persoana ca apartinând unei minoritati când ea se declara altceva, de cele mai multe ori se identifica cu populatia majoritara Cu foarte putine exceptii, asa cum o sa vedem în continuare, minoritarii rromi nu mai cunosc sau nu folosesc în viata de zi cu zi limba rromani, trasaturile fizice pot fi de asemenea înselatoare Cum sa afli câti reprezentanti ai etniei rromilor sunt într-o închisoare fara a cadea în practici rasiste dar în acelasi timp sa fii foarte aproape de adevar? Într-un studiu realizat în mai multe penitenciare românesti, reprezentativ pentru acele penitenciare (data fiind omogenitatea geografica a populatiei penitenciare, raspândirea aproximativ uniforma a etniei rromilor la nivel national consideram ca este relevant pentru întregul sistem penitenciar românesc) s-a apelat la o metoda eficienta de identificare a proportiei detinutilor de etnie rroma În esenta este vorba o cercetare sociologica în care s-a utilizat ca instrument de investigatie un chestionar prin care urmareste identificarea caracteristicilor specifice acestei etnii: limba vorbita de intervievat, parintii si bunicii acestuia, aspecte privind meserii traditionale, obiceiuri culturale de casatorie, judecata, mobilitate geografica, grup de referinta etc Rezultatele au fost surprinzatoare fata de estimari Exceptând minorii care în centrele de minori constituie peste 35% din total, în penitenciare proportia adultilor de etnie rroma este de 17,2 % Mentionam ca nu au fost considerati rromi intervievatii care în ciuda rezultatelor chestionarului, declarau la întrebarea directa privind apartenenta etnica un alt raspuns Cele mai rezonabile estimari din punct de vedere stiintific, privind proportia etnicilor rromi în România nu depasesc 5-6% din totalul populatiei si în acest fel este evident ca exista totusi o importanta suprareprezentare a etnicilor rromi în penitenciarele românesti Exista discriminari în sistemul justitiei penale din România? Cu exceptia unor rapoarte ale Comitetului Helsinki România, Societatea Independenta Româna pentru Drepturile Omului sau alte organizatii de monitorizare a drepturilor omului, în care se vorbeste de discriminarea etnicilor rromi în penitenciare, nu exista cercetari stiintifice relevante în acest sens Rapoartele respective sunt demne de luat în seama dar ele pot fi usor respinse ca nerelevante la nivel national, fiind eventual corecte pentru infima cazuistica analizata Bunul simt completeaza analiza stiintifica iar analiza stiintifica nu face altceva decât sa confirme de multe ori ceea ce ne dicteaza bunul simt Când o minoritate este discriminata la tot pasul si aceasta face parte atât de mult din viata de zi cu zi, exista pericolul ca pâna si oamenii de buna credinta sa “uite” ca anumite actiuni, gesturi, gândurilor, exprimari se traduc în ceea ce conceptual se numeste practica discriminatorie În aceasta logica este putin probabil ca într-un climat discriminatoriu vis-à-vis de etnia rromilor, sistemul justitiei penale sa nu fie afectat Este adevarat ca de multe ori discriminarea nu este una subiectiva ci una indirecta, datorata dezavantajului social ce caracterizeaza etnia rromilor Numarul mare de inculpati apartinând etniei rrome nu reprezinta o inventie a institutiilor din sfera justitiei penale dar trebuie sa analizam cu metode stiintifice în ce masura punerea sub acuzare a unui suspect nu se face cu mai multa usurinta în cazul rromilor Ar fi interesant de analizat cât de des este luata masura arestarii preventive în cazul rromilor comparativ cu alte situatii Este stiut ca arestarea preventiva duce de multe ori la dificultatea alegerii unui alt tip de sanctiune decât închisoarea Este de analizat în ce masura cuantumul sentintei nu este mai ridicat, la o cazuistica asemanatoare, în cazul unor infractori rromi decât români Studii de acest fel efectuate în SUA au demonstrat ca multi infractori de culoare ramâneau în arest preventiv, nebeneficiind de probatiune, deoarece rapoartele aratau ca nu au o familie suportiva De asemenea s-a observat ca, în absenta unei reprezentari legale eficiente, pledau nevinovati ceea ce a dus în multe cazuri la un cuantum mai ridicat al pedepselor Când analizam existenta sau nu a tratamentului discriminatoriu nu este asadar suficient sa ne referim la echivalenta între gravitatea faptei si pedeapsa dincolo de orice alte criterii (etnice, sex etc), ci trebuie sa privim spre întreg ansamblul care, într-un fel sau altul, influenteaza atitudinea instantei: situatia familiala, loc de munca, educatie etc Analiza indicatorilor privind calitatea vietii arata ca proportia rromilor aflati sub pragul minim al saraciei este mai mare decât în cazul populatiei majoritare Desi studiul amintit (Durnescu & Lazar, 2000) arata ca tipologia infractiunilor comise de rromi nu difera aproape deloc de cea a infractorilor rromi, cca 60% pentru furt, putem sa consideram aceasta variabila, saracia, în analiza calitatii reprezentarii legale pe parcursul procesului penal Câti dintre inculpatii romi îsi permit sa angajeze un avocat comparativ cu cei români? Si ce fel de avocati, în sensul eficientei profesionale? Daca privim la gradul de ocupare a minoritatii etnice a rromilor observam ca proportia somerilor este mai ridicata decât în cazul populatiei majoritare Studiul efectuat în penitenciare arata ca în timp ce peste 50% dintre intervievatii români absolvisera mai mult de 8 clase doar 20% dintre rromi erau în aceasta situatie Doar 10% dintre detinutii români nu aveau nici o ocupatie la arestare în timp ce 25 % dintre rromi erau fara slujba în momentul arestarii Peste 22% dintre intervievatii rromi desfasurau meserii traditionale tiganesti (caramidari, valorificarea deseurilor, argintari etc) care, este stiut, au fost dramatic afectate în noua realitate economica de dupa 1989 Evident ca toate acestea nu sunt discriminari ale sistemului justitiei penale dar putem începe sa întelegem mecanismul prin care se ajunge în acest carusel Efectele etichetarii sunt foarte vizibile daca privim rata recidivei: în timp ce peste 65% dintre detinutii români sunt pentru prima data în penitenciar, peste 60% dintre rromii chestionati erau cel putin a doua oara în închisoare Aceasta ne spune foarte mult si despre absenta punctelor tari de suport necesare în faza post sanctionatorie, despre fragilitatea institutiilor de reintegrare sociala care abia se nasc, despre absenta unei retele de suport De obicei, dincolo de institutiile statului sau de ajutorul agentiilor neguvernamentale, familia este unul din punctele cheie ale stoparii recidivei Familiile rromilor sunt traditional familii tip “sandwich”, în gospodariile intervievatilor rromi locuia un numar aproape dublu de persoane comparativ cu cele ale românilor, iar copiii sunt de asemenea în numar mai mare În loc de o cheie a reintegrarii, familiile fostilor detinuti rromi devin o parte a explicatiei recidivei lor Daca ne referim la perioada efectiv de detentie, ne vom repeta si vom spune ca discriminarea nu se opreste la poarta închisorii Aceasta poate fi identificata de la nivelul limbajului fie ca ne referim la personal fie la ceilalti detinuti Sunt doua extreme în privinta interpretarii suprareprezentarii etniei rromilor în penitenciare si în statisticile privind infractionalitatea cercetata Pe de o parte este tendinta de a pune aceasta realitate numai pe seama discriminarii, în general la nivelul organelor de cercetare penala, a instantelor de judecata iar pe de alta parte este tendinta de a considera aceasta realitate statistica drept expresia unei aplecari a etniei rromilor spre infractionalitate Problematica rromilor este una de natura sociala, economica si eventual de grefa culturala Minorii si infractionalitatea Subcapitolul de fata nu poate fi altceva decât o invitatie la studierea detaliata a acestui domeniu deoarece problematica delincventei juvenile este esentiala pentru consilierul de reintegrare sociala si trebuie tratata în cele mai mici detalii, trebuie abordata din perspectiva sociologiei, psihologiei, asistentei sociale a stiintei juridice Este importanta în primul rând pentru ca pe parcursul experimentarii institutiei probatiunii, clientii au fost îndeosebi minori si pentru mult timp de aici înainte, acest esantion de populatie infractionala va fi preponderent în statisticile serviciilor de reintegrare sociala În al doilea rând pentru ca prin natura ei este una extrem de complexa si ridica cele mai mari dificultati, asa cum o dovedeste practica tarilor cu traditie în domeniul probatiunii În al treilea rând, si argumentele pot continua, pentru ca este domeniul cel mai sensibil în ceea ce priveste interventia institutiei probatiunii, atât în sensul dimensiunii infractionalitatii juvenile mereu în crestere, mereu emergent în pattern, în sensul mizei rezultatelor interventiilor cât si în cel al atentiei generale (politice, juridice, sociale) acordate astazi problematicii generale a copilului aflat în dificultate Daca în trecut, delincventa juvenila era aproape ignorata, în a doua jumatate a secolului XX ea devine tema favorita a cercetarilor de specialitate Delincventa juvenila a început sa fie vizibila sub imperiul profundelor transformari intervenite la nivelul familiei, al scolii, al consecintelor socio-economice aparute în societatea occidentala Ea este strâns legata de individualismul ce urmeaza acestor schimbari structurale ale societatii si impune viziunea unui întreg tablou de natura filosofica, politica si religioasa Familia nu mai este astazi o unitate de productie ci una de consum, timpul liber al tinerilor nu a fost “umplut” uneori cu nimic, tinerii infractori sunt tot mai tineri si presiunile spre delincventa vin dinspre o viata care debuteaza cu puternice defavorizari sociale, dinspre o cultura dominata de violenta promovata prin filme, muzica, jocuri, alcool, droguri si chiar asociata manifestarilor sportive (fenomenul huliganismului) În capitolul de fata o sa analizam si conceptul de securitate comunitara Anticipam si spunem ca succesul securitatii comunitare tine în buna masura de momentul în care “se lucreaza” la el Toate fenomenele care acapareaza interesul criminologilor: comportament anti-social, rasismul, violenta sunt experimentate în scoli O prima dificultate în abordarea subiectului este una de natura metodologica Nu este productiv sa ne referim doar la minorii delincventi asa cum este definita aceasta categorie în sens juridic pentru ca restrângem, conventional, esantionul la vârstele cuprinse între 14-18 ani (în fapt îndeosebi între 16-18) Când ne referim la delincventa juvenila trebuie sa cuprindem minorii si tinerii, lasând oarecum flexibila granita celei de a doua categorii O alta dificultate tine tot de granite, de aceasta data de cea dintre normal si anormal Este stiut ca face parte din specificul vârstei adolescentine exuberanta, cautarea propriei identitati, dorinta de a epata Este dificil de precizat unde se termina comportamentul adolescentin normal si unde trebuie sa vedem un comportament predelincvent sau chiar delincvent Înca de la începuturile analizei comportamentului adolescentin (început asociat de numele psihologului american Stanley Hall) s-a observat ca aceasta perioada a vietii este asociata cu câteva caracteristici: Adolescentii au tendinta de a devenii independenti de parintii lor si de a se apropia de un grup în care se descopera si cu care se identifica; Experimenteaza noi roluri si noi comportamente, pun în discutie valorile generatiei parintilor lor; Încep sa adopte comportamentul adult; Acorda o mare importanta distractiei, iar atunci când nu o fac sunt “amendati” de grupul de referinta Începând cu perioada de dupa razboi, sub influenta proceselor sociale pe care le-am amintit, tinerii tind tot mai mult sa transceada normele sociale ale clasei carora le apartin, dezvoltând ceea ce este cunoscut ca fiind o cultura (uneori numita subcultura) a tinerilor Caracteristica acesteia tine de stil care este exprimat în felul de petrecere a timpului liber, într-un anumit tip de muzica, moda, limbaj etc În Occidentul postbelic se naste o prapastie între puritanismul traditional al clasei muncitoare si noul hedonism al consumului Anii ’60 aduc cu ei miscarea hippy, un protest aproape evazionist la vechile valori si tot cam în aceeasi perioada apare un altfel de protest de asta data violent, rasist-skinheads La fel de violenta este reactia tinerilor punk (începând cu 1976) care prin imagine, limbaj refuza romantismul atitudinii hippie Anii declinului economic (‘80) au limitat într-un fel independenta tinerilor, fara slujbe, fara posibilitatea de a continua scoala: este o perioada în care drogurile puternice sunt la moda, muzica este din ce în ce mai violenta (Chicago House, Balearic Beat), prolifereaza petrecerile ilegale dominate de violenta simbolica sau fizica Am amintit aceste adevarate valuri de protest ale tinerilor pentru a demonstra ca tendinta de a contesta este una care nu tine seama de timp sau cultura, de prosperitate sau esec economic atunci când în ecuatie sunt tinerii În România, regimul comunist nu a lasat prea multe supape de manifestare sau coagulare a unor asemenea curente Dupa 1990 însa, este tot mai sesizabil un semnal de alarma al tinerilor care nu au nici un viitor Defavorizati în competitia sociala prin educatia precara, saracie dar cu asteptari ridicate provenite din valorizarea prosperitatii, a bunurilor de prestigiu, atrasi de mirajul drogurilor, tot mai multi tineri din marile orase, au îmbratisat valorile asa numitei “culturi de cartier”, exprimata de asemenea printr-un stil aparte (limbaj, moda, muzica, violenta, droguri) Este foarte posibil ca în absenta unor programe sociale coerente, aceste forme de manifestare sa anunte viitoare cariere infractionale Victimele Pâna nu demult victimele au fost “actorul uitat” al sistemelor de justitie penala dar astazi, se poate spune, ca în multe tari au devenit jucatorul cheie în aceasta ecuatie, prin interesul pe care guvernele îl acorda intereselor victimelor, prin modificari legislative si nu în ultimul rând prin grupurile de presiune alcatuite de victime Conceptul de “victimilogie” a fost promovat de psihiatrul american Frederick Wertham (1949) iar un alt precursor al acestei noi stiinte este Hans von Hentig Acesta din urma întreprinde o serie de studii în care pune în evidenta ca, în anumite cazuri, victima actioneaza ca un precipitator (în sensul de provocare) al infractiunii, estimând la 26% aceasta situatie în cazurile de omor Un alt studiu vorbeste de 19% dintr-un esantion de 646 cazuri de viol în care victima a actionat ca precipitator al infractiunii Acesta a determinat reactii virulente ale organizatiilor feministe care au contestat metodologia de cercetare Odata cu cresterea ratei criminalitatii, începând cu anii 1960, au aparut si numeroase studii care s-au oprit asupra cercetarii victimelor infractiunilor S-a cautat definirea cât mai exacta a reactiei în fata infractionalitatii pentru a determina dimensiunea fenomenului, de asemenea s-a cautat surprinderea conotatiilor sociale asociate victimizarii Un alt domeniu de cercetare al victimologiei se refera la identificarea celor mai vulnerabile categorii de populatie Desi tinerii sunt cel mai adesea în situatia de a fi victime, s-a relevat ca ei resimt cel mai putin frica de infractiune, de posibilitatea de a fi victime De asemenea s-a demonstrat ca femeile resimt în proportie de 57% frica de întunericul noptii comparativ cu 12% dintre barbatii chestionati Si la nivelul minoritatilor etnice din occident apar deosebiri în perceptia fricii: asiaticii resimt cel mai puternic aceasta angoasa iar afro-caraibienii cel mai putin Evaluarea riscului unei anumite situatii nu reprezinta însa singura sursa a fricii La un nivel mai abstract exista un sentiment de insecuritate fata de necivilitatea urbana, fata de strazi neluminate, fata de imigranti etc Toate aceste aspecte determina schimbari majore la nivelul vietii de zi cu zi: sunt evitate anumite locuri, s-a extins sistemul supravegherii reciproce a proprietatilor etc Se constata astfel o diminuare a mobilitatii (36% dintre femei si 7% dintre barbati evita sa iasa din casa dupa lasarea întunericului) Impactul victimizarii Studiile s-au concentrat pe diverse tipuri de infractiuni sau grupuri de victime Astfel în Marea Britanie s-au realizat cercetari care au aratat ca 83% din victimele furturilor prin efractie au avut puternic de suferit în momentul realizarii faptului ca au fost victima unei infractiuni, iar 65% dintre acestea continua sa aiba un sentiment de teama în propria locuinta Un impact si mai puternic au infractiunile asupra persoanei, în cazul carora victimele resimt efectele agresiunii, pe termen lung: 75% dintr-un lot de 300 intervievati resimteau înca, la mai bine de 2,5 ani consecintele evenimentelor Cele mai persistente traume sunt cele suferite de persoanele care au suferit agresiuni sexuale: anxietate, slaba încredere în sine, insomnii, dificultati în relatiile cu persoanele de sex opus Prezentam sintetic tipurile de prejudicii resimtite de victime în urma câtorva infractiuni: Infractiunea Consecinte Furt Costuri financiare, timp pentru refacerea actelor etc Furt prin efractie Soc emotional, sentiment de insecuritate, pierderi financiare Abuzul sexual la copii Frica, rusine, sentiment de vina Pe termen lung: slaba încredere în propria persoana, diminuarea capacitatii de întelegere, învatare Exista o suma de factori care determina ca anumite victime sa fie mai afectate decât altele chiar daca au suferit acelasi tip de infractiune: Izolarea-persoanele care locuiesc singure resimt mai acut consecintele infractiunii, stresul, frica; Resursele- s-a observat ca foarte putine dintre victime beneficiaza de asigurarea bunurilor În conditiile în care nu se recupereaza prejudiciul în cazul infractiunilor patrimoniale, a saraciei celui afectat, efectele victimizarii sunt de asemenea mai puternice; Vulnerabilitatea-exista categorii de persoane considerate mai vulnerabile: femei, imigranti, minoritati etnice, batrâni De asemenea copii resimt foarte dur agresarea spatiului care pentru ei este simbolul sigurantei; Iata rezultatele unui studiu întocmit de British Crime Survey din care reiese perceptia mult mai puternica a femeilor în fata posibilitatii de a fi victime ale unei infractiuni în strada: probabilitatea de a fi victima unei infractiuni în strada (%) Sentiment puternic de nesiguranta(%) Barbati 16-30 7,7 1 31-60 1,6 4 61+ 0,6 7 Femei 16-30 2,8 16 31-60 1,4 35 61+ 1,2 37 Experientele anterioare- pot amplifica sentimentul de insecuritate S-a observat ca victimele hartuirii rasiale suporta cea mai persistenta agresiune Este de cele mai multe ori o agresiune resimtita la tot pasul: grafiti pe ziduri, remarci rasiste la serviciu, discriminare în scoala; S-a pus în evidenta de asemenea ca cele mai mari traume le resimt victimele a caror ruda a fost ucisa, violata Întotdeauna când ne oprim la studiul victimizarii trebuie sa avem în vedere ceea ce este numit ca fiind “fata neagra a familiei” S-a constatat ca 80% din cazurile de abuz sexual se petrec între tata si fiica Aici este locul interventiei unei specializari foarte precise: în multe din aceste cazuri nu este vorba despre sex ci despre afectiune (lipsa acesteia), nu despre personalitati violente ci despre compensarea lipsei puterii celor excesiv de timizi etc Exista si o alta categorie numite victime indirecte cum ar fi martorii unor infractiuni, copiii care au parinti decedati sau în închisoare etc Nevoile victimelor Paradoxal, cea mai mare nevoie de ajutor o au cei care nu au fost victimele unor infractiuni grave Cât despre natura ajutorului trebuie spus de la bun început ca nu exista o scala obiectiva a acestuia, pot fi sfaturi, informatii utile, ajutoare financiare, protectia politiei, ajutorul vecinilor, case de refugiu pentru victimele violentei domestice Nevoile sunt determinate în primul rând de background-ul cultural al victimelor, de asteptarile acesteia, de cunostintele acesteia despre serviciile care pot fi oferite Schimbarea conceptiei justitiei penale Studiile au demonstrat ca publicul nu este atât de punitiv cum se credea si ca multe victime sunt dispuse sa accepte reparatii, compensatii , toate sub semnul a ceea ce este cunoscut sub numele de justitie restaurativa Cheia acestei noi filosofii penale o constituie conceptul de mediere care, fundamental, presupune oferirea unei cai de rezolvare a disputelor fara a implica desfasurarea procesului penal, sub supravegherea unui mediator Paradigma reparatiei consta în recunoasterea faptului ca infractiunea nu este numai o greseala fata de societate dar, în acelasi timp, reprezinta o greseala privata a infractorului fata de o persoana specifica Initiativele de utilizare a medierii au demonstrat succesul acestei idei, de cele mai multe ori conflictul încheindu-se prin satisfacerea unor cerinte morale si doar în 25% din cazurile în care au fost implicati minori, spre exemplu, au fost solicitate reparatii financiare Cum pedepsim? Sistemul penitenciar din România-scurta prezentare Daca ne reamintim ce spunea Winston Churchill referitor la faptul ca este relevanta imaginea închisorilor pentru surprinderea caracteristicilor generale ale unei societati, putem spune ca penitenciarele din România sustin aceasta afirmatie În linii mari, tipologia sistemului penitenciar românesc se înscrie în cea a tarilor din fostul spatiu aflat sub influenta sovietica, fie ca vorbim de arhitectura propriu zisa, fie ca ne referim, eufemistic, la cea institutionala Cum putea fi un astfel de sistem dupa schimbarea radicala din 1989? Debusolat si complexat pentru ca nu putini erau cei care vedeau în originile lui nu atât logica oricarui sistem penitenciar de oriunde ci logica sistemului penitenciar într-un regim totalitar Tehnologia sistemului militar era una pseudo-militara pentru ca era fundamentata pe principiile unei institutii militare: disciplina, conformism, conservatorism, valorizarea standardelor militare de calitate (rapiditatea si acuratetea executiei ordinului, înaintarea în grad si functie, aprecierea publica a sefului ierarhic, spirit de corp etc ) dar în acelasi timp arhitectura militara îsi pastreaza rigoarea în serviciul care se ocupa de paza detinutilor si devine pseudo-militara în situatia unor departamente cum sunt cele de logistica, medical, cultural etc Toata aceasta cultura ce parea infailibila si un sistem ce în aparenta parea autosuficient, perfect înscris în definirea institutiilor totale a lui Goffman, suporta ceea ce conceptual este definit în stiinta si arta managentului ca evenimente dramatice Consideram ca trei au fost evenimentele: a ) infuzia masiva de personal încadrat direct din viata civila (civili sau militari fara scoala militara) b )”deschiderea portilor” fata de societatea civila (ONG-uri, presa) si fata de inspectiile internationale c ) schimbarea la cel mai înalt nivel (director general, comandanti de penitenciar) a militarilor cu civili Desi sistemul prezinta caracteristicile generale ale celor din tarile Central si Est Europene, atât în sensul dezvoltarii istorice în perioada 1945-1989 cât si în cel al actualelor reforme, trebuie facuta precizarea ca, la nivelul politicii în materie, exista o diferenta majora ce poate fi identificata în perioada cuprinsa între anii 1977-1989 Caz unic, din câte cunoastem, este vorba de încercarea de a eluda realitatea existentei infractionalitatii (la dimensiuni normale din punct de vedere sociologice, statistice de altfel) si aplicarea unei politici care a presupus demolarea sau desfiintarea unui numar important de închisori (cca 25% din sistem) În toata aceasta perioada ceea ce a mai ramas din sistemul penitenciar practic s-a autofiinantat devenind un lant de uriase colonii de munca Nu au fost construite penitenciare, nu au fost modernizate sau echipate aproape de loc O alta nota separata l-a constituit utilizarea excesiva, sistematica a institutiei gratierilor colective (mergând pâna la punerea în libertate a peste 50% din totalul efectivului de detinuti) pentru a rezolva problema supraaglomerarii si evident din aceleasi considerente politice amintite În anii ’90, în conditii politice diferite dar cu resurse foarte limitate s-a încercat initierea unor reforme precum si reabilitarea unor închisori si a fost construit un penitenciar relativ modern Din pacate, legislatia penala a ramas la fel de punitiva si, asa cum se va observa în continuare, România are o rata a încarcerarii ce depaseste 200/ 100,000 locuitori În România exista 32 de penitenciare si 2 centre de reeducare pentru minori 7 penitenciare sunt de maxima siguranta si sunt destinate în special detinutilor cu pedepse mari Majoritatea sunt penitenciare închise care au si sectii semideschise (regionale- în care sunt încarcerati în special detinutii care au domiciliul în raza de competenta a acestora), un penitenciar semideschis, un penitenciar pentru femei, un penitenciar pentru minori si tineri Exista de asemenea 5 spitale penitenciar, un centru pentru pregatirea personalului si o unitate Centrala de Logistica Tot acest sistem este sub jurisdictia Directiei Generale a Penitenciarelor din cadrul Ministerului Justitiei dar cu un regim aparte, cu buget propriu etc Exceptând câteva penitenciare foarte vechi localizate în Transilvania, majoritatea sunt construite sau improvizate în diverse spatii în perioada de dupa 1945, au o capacitate medie de 1000-1500 de detinuti si sunt compuse din camere de detinere ce grupeaza de regula peste 50-60 detinuti Problema supraaglomerarii este cea mai dificila provocare a sistemului penitenciar, rata supraaglomerarii fiind de cca 151% Bugetul administratiei penitenciare în anul 2000 a fost de cca 50 milioane euro, din care cheltuielile pentru un personal ce însumeaza 12,000 persoane au fost de aproximativ 30% România are o populatie penitenciara comparabila cu cea a Angliei sau Frantei dar la o populatie dubla fata de cea a tarii noastre Din totalul populatiei penitenciare, aproximativ 20% sunt arestati preventiv sau condamnati în prima instanta Mai mult de jumatate dintre detinuti sunt condamnati pentru furt, proportia recidivistilor este de 42% (2000) Îngrijoratoare este proportia pedepselor de pâna la un an care este mult mai mica decât cea a altor tari europene si care nu reflecta neaparat gravitatea faptelor ci caracterul punitiv al legislatiei penale Fie ca este vorba de minori fie ca discutam despre majori, proportia pedepselor cu închisoarea din ansamblul sistemului sanctionator penal, este de peste 50% Consideratii asupra sistemului sanctionator penal din România Fara a întreprinde o analiza exhaustiva, multidisciplinara asupra filosofiei penale din tara noastra, dorim sa punctam câteva aspecte care pot fi de folos celor care se opresc asupra studiului institutiei probatiunii Durkheim spunea ca pedeapsa este raspunsul pasional al colectivitatii în fata crimei, raspuns determinat înainte de toate de necesitatea afirmarii solidaritatii interne a grupului Foucault ne dezvaluie aceasta realitate de la primele rânduri ale unei remarcabile carti în care putem sesiza cum civilizatia îsi gaseste imaginea fidela în pedeapsa In spatele artei celei mai rafinate se ascunde de multe ori cruzimea celor care au creat-o, în spatele religiei iubirii s-a ascuns foarte usor Inchizitia, în spatele fastuosului Palat Versailles s-a aflat mizeria cea mai crunta Barbara sau îngaduitoare, pedeapsa este însa întotdeauna o oglinda nedeformata a realitatii Cine va analiza civilizatia chineza în acest secol nu va putea face abstractie de executiile publice pe stadioane, iar vorbind despre lumea americana va trebui acomodata pozitia de campion al democratiei cu cea de mentinere a pedepsei cu moartea în 16 State Ceea ce se schimba dramatic de-a lungul istoriei nu este reactia oamenilor în fata crimei ci capacitatea de a rationaliza impulsul aproape natural de a pedepsi exemplar Întotdeauna crima a stârnit îngrijorare si raspunsul publicului a fost invariabil acelasi: infractiunile trebuie reprimate cât mai dur! Pare rezonabil, mai ales în conditiile în care mai peste tot în lume rata criminalitatii are un curs ascendent, scenele de violenta inunda canalele media si alimenteaza aceasta tendinta, iar politicienii câstiga voturi speculând frica si vânzând iluzii Studiile arata însa ca, în general, nu poate fi stabilita o corelatie directa între utilizarea masiva a pedepsei închisorii si reducerea criminalitatii; pentru Statele Unite, bunaoara, s-a calculat ca ar fi necesari înca un milion de detinuti pentru a reduce indicele criminalitatii cu un procent De asemenea, nicaieri în lume înasprirea pedepselor nu a dus în mod automat la scaderea indicilor criminalitatii Este firesc sa fie asa: închisoarea, oricât de modern ar fi conceputa, oricât de multi specialisti ar implica în programele de reabilitare sociala, este mai degraba un spatiu al diversificarii tehnicilor infractionale decât al penitentei sau al premiselor pentru renuntarea la cariera infractionala Pe de alta parte, costurile legate de custodia unui detinut sunt extrem de mari, statul român cheltuind cu fiecare detinut peste 50 euro lunar, suma fiind oricum departe de nevoile reale In conditiile în care scolile si spitalele au alocate bugete insuficiente este necesar ca în penitenciare sa nu fie trimisi decât cei care au comis infractiuni cu pericol social ridicat, care practic nu pot fi pedepsiti altfel Pentru infractiuni usoare individul poate fi obligat, de exemplu, sa presteze o activitate neremunerata în folosul comunitatii, iar sumele alocate supravegherii unei astfel de sanctiuni sunt infinit mai mici decât cele care presupun încarcerarea (în Olanda costurile per individ sunt de 10 ori mai mici în probatiune decât în închisoare) Suntem pusi în fata unei dileme: Securitatea publica nu se îmbunatateste umplând închisorile cu detinuti Daca oamenii nu ies mai buni din închisoare si mai si cheltuim sume uriase în acest fel, de ce îi trimitem acolo? Putem ignora faptul ca pedeapsa nu înseamna doar îndreptarea infractorului prin penitenta? Nu este pedeapsa intrinsec legata de satisfactia oferita victimei, de rolul de a intimida pe cei care gândesc ca pot încalca legea fara consecinte? In urma cu aproximativ 150 de ani, în Olanda, Marea Britanie si în Statele Unite parea sa fi fost gasita solutia iesirii din cerc Evident ca pentru cei care comiteau crime grave-omor, tâlharie, viol etc-, raspunsul ramânea în continuare închisoarea, daca nu era cumva chiar streangul, dar pentru cei care greseau pentru prima data si fara sa comita mari prejudicii materiale sau morale, trebuia cautat un alt raspuns Cei trimisi la închisoare se întorc la un moment dat si nu se întorc aproape niciodata mai buni, ci aproape întotdeauna mai rai Solutiile geniale sunt frapant de simple! Ceea ce a facut posibila introducerea unei noi filosofii în spatiul greu de dislocat al justitiei penale a fost, pe de o parte, aparitia unei noi mentalitati care valoriza pozitiv spiritul comunitar, caritatea, iar pe de alta parte, existenta principiilor flexibile ale practicii dreptului comun specifice spatiului anglo-saxon Nu a fost o revolutie decât daca privim consecintele în timp Începutul acestei institutii nu a fost legat de promovarea unei legi sau a unui cod care sa atraga atentia contemporanilor, a fost doar decizia de bun simt a comunitatii care a refuzat sa rapeasca celor care nu au gresit foarte grav cel mai de pret bun al omului- libertatea, care a refuzat sa cheltuiasca bani când putea sa economiseasca si care, de asemenea, a refuzat sa ia masuri care au costuri sociale grave când era la îndemâna o solutie mai convenabila si din acest punct de vedere Astfel, în momentul în care un individ a comis o fapta fara consecinte grave, care nu atragea oprobriul public, cineva din comunitate, cineva care fara sa aiba în mod necesar un rol important, o slujba anume sau o pregatire speciala, cineva care era cunoscut ca fiind onest, s-a oferit sa-l ia în grija pe cel care a gresit Învinuitul putea dovedi, pe durata acestei perioade de încercare – probation -, prin munca si prin comportament, ca infractiunea pe care o savârsise fusese doar un accident Unii judecatori au agreat ideea, altii nu, uneori practica dadea roade, alteori nu Pas cu pas, însa, se contureaza o institutie a probatiunii cu un rol bine determinat în economia procesului penal si în arhitectura Justitiei: în locul binefacatorului care ia în grija infractorul apar asociatii care preiau acest rol, apar reglementari juridice si, curând, servicii sustinute de stat care au rolul supravegherii masurilor comunitare Dreptul european adopta si el, la începutul secolului, principiile esentiale ale institutiei probatiunii Anumite elemente ale institutiei probatiunii se regasesc, într-o forma sau alta, de foarte multi ani în legislatia noastra Este vorba de prevederi legislative precum art 86 indice 7 – 86 indice 11 Cod Penal referitor la executarea pedepsei la locul de munca, art 86 indice 1 – 86 indice 6 CP, referitor la suspendarea executarii pedepsei sub supraveghere, art 101,103 CP, referitor la libertatea supravegheata etc Multe din aceste reglementari juridice, în special executarea pedepsei la locul de munca, erau articulate pe o anumita realitate politica, sociala care facea posibila punerea lor în aplicare In decembrie 1989 mecanismele care faceau posibila aplicarea, cu anumite rezultate, a unor reglementari precum cea amintita, au disparut Instantele au tot mai greu posibilitatea sa aplice astfel de masuri pentru ca nu mai au controlul asupra punerii lor în practica Unitatile economice, fie ele de stat, nu mai pot fi obligate sa angajeze personal luând în considerare alte criterii decât cele care tin de logica interna a functionarii lor Argumentele cele mai relevante sunt reprezentate de statistici:: pe parcursul a 10 ani, instantele pronunta de 9 ori mai putine hotarâri de executarea a pedepsei la locul de munca Este explicabil, deoarece în locul autoritatii statului politienesc nu a fost pus nimic care sa permita judecatorului sa aiba încredere sa pronunte o astfel de sentinta Infractionalitatea a crescut constant dupa 1990 si odata cu ea numarul detinutilor din închisori: Sistemul penitenciar ajunge treptat în pragul colapsului: România cu 22 milioane de locuitori are toti atâtia detinuti câti are Anglia sau Franta care însa au o populatie de peste 50 milioane locuitori Avem o rata a încarcerarii de aproape 200 detinuti la 100 000 locuitori(conform graficului de mai jos) si aceasta este o cifra care nu face onoare tarii noastre cu atât mai mult cu cât nu reflecta o rata ridicata a criminalitatii, ci existenta unei legislatii penale excesiv de punitive Realitatea este ca trimitem prea usor infractorii în închisoare când putem sa-i pedepsim si altfel: în fiecare an mai mult de 50% în cazul sentintelor care privesc infractorii adulti respectiv peste 60% în cazul minorilor primesc pedeapsa închisorii sau masura internarii într-un centru de reeducare Chiar si atunci când nu exista alta posibilitate decât închisoarea, utilizam în mod excesiv pedepse foarte mari: daca înainte de 1996 pentru infractiunea de furt pedeapsa putea fi între 1 si 5 ani, acum ea este între 4 si 18 Peste 93% din detinuti sunt încarcerati pentru perioade mai mari de un an si sistemul penitenciar este nevoit sa depaseasca normele legale privind capacitatea legala de detinere La ora actuala deseori sunt cazati câte doi sau trei detinuti într-un singur pat, zeci si uneori peste o suta de detinuti într-o singura camera de detinere, la o capacitate legala de aproximativ 32 000 de locuri avem în penitenciare cca 50 000 de detinuti Penitenciarul Jilava, cu o capacitate de 1000 de locuri, are un efectiv de aproape 3000 de detinuti Nu suntem singura tara care se confrunta cu astfel de probleme, mai ales daca ne referim la tarile fost comuniste Din pacate, dupa 1990, au fost aduse modificari si completari legislatiei penale prin care este marit minimul si maximul general si special al pedepselor Intr-un moment în care Cehia, Ungaria, Polonia si nu numai, micsoreaza acest cuantum Este limpede ca masurile alternative la pedeapsa închisorii trebuie folosite pe scara mult mai larga, aceasta fiind o necesitate dictata, asa cum am aratat, din varii considerente Pe lânga cele prezentate, mai amintim ca în ultimii ani, România a fost monitorizata de Consiliul Europei în ceea ce priveste conditiile din închisori, atragându-se atentia asupra consecintelor supraaglomerarii Exista, pe de alta parte, o serie de recomandari, precum Recomandarea Consiliului Europei Nr R(92) privind Regulile europene asupra sanctiunilor aplicate în comunitate, precum si o serie de exigente ale Uniunii Europene privind aquis-ul comunitar Revenirea la mecanismele care faceau posibila aplicarea pe scara mai larga a masurilor alternative la pedeapsa închisorii nu mai este posibila In contextul social-politic anterior anului 1990 masurile comunitare nu implicau infractorul în propria reabilitare, ceea ce se realiza nu era decât un conformism pasager, absolut necesar pentru a evita închisoarea Pe de o parte este vorba de o tara în tranzitie care oricât de lenta sau confuza ar fi ea, înseamna înainte de toate schimbari mai mult sau mai putin radicale, este vorba de o politica penala cu care toata lumea este de acord ca trebuie schimbata pentru ca este depasita de realitate si pentru ca exigentele de aderare la Comunitatea Europeana o impun Pe de alta parte e vorba de ceva absolut nou, necunoscut care inevitabil induce reticenta Mai mult decât atât, în conditii de declin economic, alterare a valorilor, crestere a criminalitatii o institutie care presupune o viziune moderna, o filosofie penala restitutiva în locul celei represive, oferirea unor solutii mai laborioase decât simpla trimitere a infractorilor la închisoare Este interesant ca activitatile care nu presupuneau consecinte vizibile în eventualitatea unei prestatii de slaba calitate a consilierilor de probatiune au fost bine primite de catre magistrati Astfel, nu a fost foarte dificil sa se promoveze practica întocmirii referatelor de evaluare presententiala pentru anumiti inculpati sau învinuiti În fond era un document caruia magistratul îi acorda creditul pe care îl crede de cuviinta Ceea ce a fost cu adevarat dificil a reprezentat-o încredintarea condamnatilor spre supravegherea centrelor experimentale de probatiune Parte din neîncredere, parte din felul în care magistratul interpreteaza legea penala (art 86 ind3 CP) Putea fi considerat centrul de probatiune “alte organe de supraveghere”? În perioadele de vârf ale activitatii din perioada de experimentare a institutiei, la nivelul celor 7 judete unde existau experimente de probatiune, au fost în lucru cca 600 de cazuri, incluzând aici clientii din penitenciare, clientii pentru care se pregateau referate de evaluare pentru instanta Daca facem o analiza a distributiei clientilor din probatiune observam proportia foarte mica a clientilor aflati în supravegherea centrelor de probatiune Trebuie însa sa punem aceasta situatie în contextul pe care l-am descris anterior si trebuie de asemenea sa privim si baza de selectie a acestor clienti Ne întrebam daca numarul de clienti încredintati de catre instanta centrului de probatiune spre supraveghere ar fi putut fi mult mai mare în conditiile în care pentru anul 1999 statisticile ne releva o realitate elocventa Astfel, în anul 1999 (cifrele nu difera mult nici pentru anul 2000) în judetul Arad nu a fost pronuntata nici o sentinta de suspendare sub supraveghere si numai 21 de libertate supravegheata, În Iasi au fost 45 din prima categorie si 37 din a doua, în Arges 81 respectiv 20 etc Vorbim totusi de situatia unor judete pe parcursul unui întreg an Daca avem în vedere ca aria de interventie a centrelor de probatiune s-a limitat la nivelul resedintelor de judet, numarul mic de cazuri devine explicabil Nu consideram ca suntem în fata unui refuz al magistratilor de a da credit institutiei probatiunii, consilierilor de probatiune ci în fata unui “refuz” al legislatiei penale de a “da” cazuri centrelor de probatiune Astfel în anul 2000 si începutul acestui an au fost 55 de hotarâri ale instantelor prin care centrele de probatiune au primit clienti în supraveghere Apar diferente foarte mari de la o instanta la alta în functie de felul cum a fost interpretat rolul centrelor experimentale de probatiune La Timisoara instanta nu a încredintat nici un caz în supraveghere, ba chiar mai mult, au fost casate hotarârile instantei din Arad în care erau încredintati clienti în supravegherea centrului de probatiune La Iasi însa sunt înregistrate 20 de hotarâri ale instantei prin care Centrul de probatiune Iasi primeste sarcina efectuarii supravegherii infractorilor încredintati prin sentinta judecatoreasca Este evident ca însa ca în absenta unor modificari semnificative în legislatia penala româneasca, ceea ce vor putea sa faca serviciile de reintegrare sociala este sa se transforme în anexe ale instantelor care nu fac altceva decât sa ofere informatii suplimentare instantelor de judecata, necesare în individualizarea pedepselor Pe de alta parte, în absenta acestor modificari ale Codului Penal si Codului de Procedura Penala, populatia penitenciara nu are cum sa fie diminuata sau chiar va creste Privind spre viitor: securitatea comunitara Probabil ca în nici un alt domeniu, ideile venite din spatiul academic nu devin realitate cu atâta dificultate precum cele legate de politicile sociale Este un traseu complicat care, aproape obligatoriu, trece prin discursurile politicienilor si reflectoarele mass-media Cheia semantica a conceptului de securitate comunitara o reprezinta mult mai familiarul concept de preventie Pentru ca acesta din urma este oricum mai sarac în continut si pentru ca nu de putine ori i se asociaza acceptiunea factice de “actiune a politiei”, mult mai aproape de subiectul discutiei este conceptul de securitate comunitara Istoria lui este relativ recenta, pe undeva pe la sfârsitul anilor `70 când Europa Occidentala si SUA cautau mai întâi sa explice si apoi sa stopeze cresterea alarmanta a fenomenului infractional Initial, raspunsul cel mai la îndemâna a fost unul care place mult atât politicienilor dar si populatiei: fermitate în asigurarea ordinii publice Presedintele Nixon în SUA si guvernul conservator în Marea Britanie, adopta în fata cifrelor criminalitatii care urca si urca, a îngrijorarii populatiei care nu anunta nimic bun pentru anii electorali, o atitudine subordonata principiului “ferm dar corect”, având ca principal actor politia În plina aplicare a acestei politici, în 1982, Lordul Scarman elaboreaza un raport în care atrage atentia politicienilor ca situatia nu se îmbunatateste de loc si nici nu are cum adoptând o tactica superficiala El invita la o viziune de ansamblu asupra spectrului social, identificând injustitia sociala ca fiind de fapt motorul problemelor legate de infractionalitatea urbana în crestere Strategia propusa de Lordul Scarman, vizeaza reducerea oportunitatilor care genereaza infractionalitatea si demonstreaza cât de nerealiste sunt interventiile focalizate pe schimbarea atitudinii, valorilor, în absenta atacarii straturilor profunde care favorizeaza crearea ariilor criminogene S-a vorbit mult despre aceste principii dar, în realitate, s-a facut foarte putin o buna perioada de timp O dislocare a vechii perceptii asupra filosofiei de combatere a infractionalitatii, o constituie initiativa Home Office din 1984 care promoveaza în practica un concept de asemenea nou-cooperarea inter-agentii (între diferite structuri guvernamentale si non-guvernamentale) Momentul cu adevarat de rascruce al politicii în materie, îl constituie o conferinta a Home Office din 1991, finalizata printr-un document de acum clasic, cunoscut (dupa numele celui care a prezidat acea manifestare) ca fiind Raportul Morgan Guvernul conservator (Marea Britanie) nu acorda prea mare atentie acestui raport dar el devine un punct central al viitorului guvern laburist, în politica sa de combatere a infractionalitatii În principal acest raport este construit pe urmatoarele idei: Securitatea comunitara este o prioritate a administratiei locale Autoritatea locala trebuie sa-si concerteze initiativele cu cele ale politiei si nu numai, cu scopul de a stimula securitatea comunitara Populatia tinta este constituita în primul rând din minori si tineri, Guvernul sprijina securitatea comunitara prin schimbari legislative si prin initiative politice De la viziunea simplista conform careia politia singura trebuie sa rezolve problemele legate de infractionalitate, la aceasta filosofie, este un real progres Securitatea comunitara nu este o solutie miraculoasa în reducerea infractionalitatii, ci doar un capitol necesar Icebergul este în realitate un bloc urias a carui fata nevazuta contine probleme sociale si economice Helen Edwards, director executiv al NACRO (National Association for the Care and Resettlement of Offenders), distinge doua etape de promovare a conceptului de securitate comunitara într-o perioada scurta de timp: daca în 1990 responsabili ai autoritatii locale se întrebau cu surprindere care este rolul lor într-un domeniu de competenta exclusiv a politiei, sapte ani mai târziu, membrii aceluiasi consiliu se asigurau ca securitatea comunitara este reflectata în activitatea fiecarui departament si ca activitatile lor sun concertate cu cele ale politiei Edwards este preocupata de identificarea domeniului de actiune, remarcând existenta unui cumul de factori generatori ai cresterii ratei criminalitatii ce se constituie într-un pachet care determina excludere sociala, instabilitate, deprivare, în proportii nemaiîntâlnite pâna acum Frank Warburton, de asemenea membru al NACRO, trecând în revista factorii de risc care, cumulati, duc la excludere sociala, identifica: somaj, oportunitati reduse de petrecere a timpului liber, dependenta de droguri etc Îngrijoratoare este amploarea pe care o ia excluderea sociala “un fenomen endemic care afecteaza coeziune membrilor (UE) si Uniunea ca întreg”, asa cum se spune în Cartea Alba a Politicii Sociale Europene Aminteam de moda anilor `70 care propovaduia duritatea masurilor aplicate în combaterea infractionalitatii Perpetuata, aceasta cunoaste un apogeu spectaculos sub impulsul rezultatelor obtinute în New York între anii 1993-1996, când numarul infractiunilor raportate scade la jumatate fata de perioada precedenta Jock Young, profesor de sociologie la Universitatea Middlesex, diseca si darâma un mit: “toleranta 0” Nu putini au fost aceia care au pus aceasta scadere spectaculoasa pe seama aplicarii politicii “toleranta 0” Sunt 5 principii care stau la baza aceste politici : Toleranta foarte scazuta fata de infractiune în general Masuri punitive pentru asigurarea ordinii Întoarcerea la valorile traditionale: civism, respectabilitate etc Constientizarea existentei unui continuum între încalcarea normelor elementare de civism si infractionalitate Constientizarea faptului ca aceste acte aparent nu foarte grave, necombatute cu fermitate duc la delincventa Invocând celebrul articol al lui Wilson si Kelling (Broken Windows) care a inspirat cartea la fel de celebra “Thinking About Crime” , Young demonstreaza cât de fals este acest rationament El aminteste ca pe lânga New York, alte 16 mari metropole ale SUA, fara sa adopte aceasta politica, au cunoscut o reducere drastica a cifrei criminalitatii în aceiasi perioada de timp Young îsi explica succesul politicii de toleranta 0 printr-o anumita cultura a publicului care mitizeaza trecutul moral, alterat de prezentul dominat de urbanizare si globalizare În sprijinul argumentarii sale îl citeaza pe Travis Hirschi cu a sa carte A general Theory of Crime: “statul nu este niciodata cauza si nici solutia în fata infractionalitatii Originea criminalitatii respectiv a autocontrolului, se formeaza în primii 8 ani de viata si, prin urmare, singura atitudine realista este interventia la nivelul familiei ” Young nu vede în filosofia tolerantei 0 altceva decât un vis nostalgic Cu luciditate, reaminteste ca elemente fundamentale în prevenirea criminalitatii-capacitatea de a oferii slujbe, siguranta sociala etc- depind de fortele globale într-o lume tot mai globalizata si într-o masura mult mai mica de administratia locala sau de guvern Interventiile politiei pot oferii o anumita satisfactie unui public frustrat dar, pe termen lung, factorii care au cel mai mare impact împotriva criminalitatii sunt si cei mai greu de atins Discursul despre toleranta transcede spatiul delimitat clar al politicilor sociale, el pune în discutie însasi principiile democratiei liberale Din punct de vedere etic si politic trebuie sa avem responsabilitatea locului în care trasam linia între normalitate si devianta Marginalizarea, închisorile suprapopulate, resuscitarea trecutului sunt atât de stranii într-o societate liberala Ceea ce este superficial nu sunt puncte ale filosofiei tolerantei 0, nu este nimic mai adevarat ca infractiunea are granite fluide iar începutul ei poate fi muzica prea tare în apartament, acte neconforme cu comportamentul civic pe strada, ceea ce este fals este sa ne imaginam ca rezolvam probleme de substanta prin masuri de suprafata, la nivelul efectelor Rata criminalitatii este relativa la conditiile materiale; sistemul penal fie ca este liberal sau conservator nu poate avea decât un impact marginal De fapt, spune Young, toleranta 0 împotriva infractionalitatii înseamna toleranta 0 împotriva inegalitatii si aceasta înseamna totul Este dificil de conceput panacee în domeniul securitatii comunitare Tim Hope (profesor de criminologie la Universitatea Keele) se întreaba daca trebuie schimbam individul pentru a face comunitatea mai sigura sau nu cumva trebuie sa schimbam comunitatea pentru ca este fundamental criminogena? Karen Evans (cercetator la Institutul de Cercetari Sociale al Universitatii Salford) demonstreaza ca termeni cu care operam fara sa ne punem prea multe întrebari, cum este cel “comunitate”, nu au acelasi înteles nici macar la nivelul unui singur oras Spre exemplu, recomandam ca tehnica negocierea dar aceasta functioneaza în spatiul orasului vechi unde comunitatea este relativ stabila, oamenii se cunosc si se ajuta, se apara de intrusi: negocierea între membrii acestei comunitati în asigurarea propriei protectii este realista pentru ca ea vizeaza “intrusii” Dar putem aplica aceeasi tehnica în alte zone în care mobilitatea este foarte ridicata, în care vecinul de peste drum este posibilul agresor, în care “dusmanul” nu este din afara ci dintre membrii comunitatii? Exista si proiecte de succes în domeniul securitatii comunitare: Initiativa Franceza de Practica Sociala Initiat sub presedintia lui Francois Mitterand în 1983, consta în dezvoltarea unei retele nationale de cooperare a structurilor guvernamentale cu cele neguvernamentale, a asistentilor sociali cu voluntari, sub patronajul consiliilor locale Rezultatele sunt de-a dreptul spectaculoase: în 1981 si Franta si Mare Britanie aveau cca 3,5 milioane de infractiuni raportate, la sfârsitul deceniului în timp ce în Marea Britanie se ajunge la 6 milioane de infractiuni, în Franta acestea nu depasesc 4 milioane BIBLIOGRAFIE Abadinscky, H, (2000), Probation and Parole, Prentice-Hall,Inc, New Jersey Achim,V- Tiganii în istoria României Braithwaite, J, (1997), Crime, Shame and Reintegration, Cambridge University Press Brinkerhoff, D, White, L (1988), Sociology,West Publishing Company Brodie, I, (1998), School Exclusion, Risk and community Safety, în Planning Safer Commnunities, Russel House Publishing, Dorset, Anglia Brown, Allan & Caddick, C (1993) Groupwork with Offenders Whiting &Birch Ltd Londra Chesney-Lind, M, Shelden, R, (1998), Girls, Delinquency, and Juvenile Justice, Wadsworth Publishimg Company Chesney-Lind, M, (1997), The Female Offender, SAGE Publications, Londra Cioclei, V (1998) Manual de criminologie All Beck Bucuresti Codul penal al României ( 1997 ) Editie oficiala Ed Lumina Lex Codul de procedura penala al României ( 1997 ) Ed Lumina Lex Cohen, S, (1995), Vision of Social Control, Polity Press, Cambridge Devlin, A, (1995), Criminal Classes Ofenders at School, Waterside Press, Winchester Doel, Mark & Marsh, Peter (1995) Task centred social work Arena Hampshire Downes, D, Rock, P, (1998), Understanding Deviance, Oxford University Press Durnescu, I; Lazar, C, (2000), Identificarea proportiei si caracteristicilor socio culturale ale populatiei de rromi din penitenciarele românesti, Revista de psihologie aplicata, Tinisoara Edwards, H, (1998), Planning for Safer comunities, în Planning Safer Commnunities, Russel House Publishing, Dorset, Anglia Edwards, T, (19979, Sexuality, în Youth in Society, SAGE Publications, Londra Foy, N (1981) To strenghten the mixture, first understand the chemistry, The Guardian, 2 septembrie Gelsthorpe, L, (1997), Feminisme and Criminology, în The Oxford Handbook Criminology, Clarendon Press, Oxford Goffmann, E (1968), Asylums, Harddmonsworth, Penguin Haines, K, Drakeford, M, (1998), Young People and Youth Justice, Macmillan Press Ltd Heidensolm, F, (1997), Gender and Crime, în The Oxford Handbook Criminology, Clarendon,Press, Oxford Hester, S, Eglin, P, (1997), A Sociology of Crime, Routledge, Londra Londra Home office research and Statistics Department (1995), Digest Hudson, B, (1998), Understanding Justice, Open University Press, Buckingham-Philadelphia Jefferson, T, (1997), Masculinities and Crime, în The Oxford Handbook Criminology, Clarendon Press, Oxford Jordan, B, Arnold, J (1996), The Criminal Justice System, în Beyond Offending Behavior, Arena, Anglia Khan, U, (1998), Putting the Community into Community Safety, în Planning Safer Commnunities, Russel House Publishing, Dorset, Anglia Lazar, C, (2001)Politica penala A pedepsi iertând, Revista de securitate comunitara Lazar, C (2000), Emergenta culturii organizationale, Buletin intern-Ministerul Justitiei Marlow, A, Pitts, J, (1998), Law and Order, Crime Control and Community Safety, în Planning Safer Commnunities, Russel House Publishing, Dorset, Anglia McGuire, James, Priestley, Philip (1985) Offending Behaviour Skills and Stratagems for Going Straight Batsford Ltd Londra McIvor, Gill (1996) Working with offenders Jessica Kingsley Publishers Londra Mc Laughlin, E, Muncie, J, (1996), Controling Crime, SAGE Publication, Londra Mitrache, Constantin ( 1999 ) Drept penal român Partea generala Casa de editura si presa Sansa Moore, S, (1998), Investigating Deviance, Collins Educational, Londra Neagu, Ion ( 1997 ) Tratat de procedura penala Ed PRO Newburn, T, (1997), Youth Crime and Justice, în The Oxford Handbook Criminology,Clarendon Press, Oxford Nistoreanu, G , Paun, C (2000), Criminologie, Ed Europa Nova, Bucuresti Payne, Malcom, (1997) Modern Social Work Theory Macmillan Londra Pitts, John, (1990), Working with young offenders Macmillan Londra Pitts, John, (1998), The French Social Prevention Initiative, în Planning Safer Commnunities, Prison Reform, Attempts and achievements, Kharkov group for human rights protection, 1999 Poledna, Sorina (2000) Actori sociali în situatii si interactiuni violente Presa Universitara Clujeana Raynor, P, (1996), The Criminal Justice Syistem, în Beyond Offending Behavior, Arena, Anglia Radulescu,S, Banciu, Dan (1985) Introducere în sociologia deviantei Ed Stiintifica si Enciclopedica, Bucuresti Rock, P, (1997), Sociological Theories of Crime, în The Oxford Handbook Criminology, Clarendon Press, Oxford Sheldon, B, (1995) Cognitive – Behavioural Therapy Routledge Londra & New York Smith, D, (1997), Ethnic Origins, Crime and Criminal Justice, în The Oxford Handbook Criminology, Clarendon Press, Oxford Smith, D, (1995), Criminologx for Social Work, Macmillan Press Ltd ,Londra Stanoiu, R (1981) , Metode si tehnici de cercetare criminologica, Ed Academiei Bucuresti Stanoiu, R (1998) Criminologie Oscar Print, Bucuresti Taylor, I, Walton,J, (1978), Critical Criminology, Lowe& Brydone Printers Limited, Norfolk Vanstone, M, Drakeford, M, (1996), Beyond Offending Behavior, Arena, Anglia Walgrave, L, (1998), Restaurative Justice for Juveniles, Leuven University Press, Belgia Young, J, (1998), Zero Tolerance: Back to the Future, în Planning Safer Commnunities, Russel House Publishing, Dorset, Anglia Zamfir, C, Zamfir, E, (1993), Tiganii între ignorare si îngrijorare, Alternative, Bucuresti Zedner, l, (1997), Victims, în The Oxford Handbook Criminology, Clarendon Press, Oxford Capitolul 7 METODE DE LUCRU CU INFRACTORII 7 1 LA NIVEL INDIVIDUAL 7 1 1 Interviul Dr Sorina Poledna 1 Intervievarea calitativa Intervievarea calitativa adica toate tipurile de interviuri calitative (centrat pe problema, narativ, biografic) reprezinta pentru asistenta sociala în opinia mea, directia cea mai buna de investigare a socialului Argumentele vor fi relevate pe parcursul descrierii fiecarui tip de interviu, argumentul principal este ca interviurile calitative ne aseaza în universul factual, afectiv si cognitiv al individului prin intermediul relatarilor facute chiar de individul intervievat Vom avea naratiuni - "povesti ale vietii", istorii ale vietii, biografii Oricare din rezultatele unei intervievari de tip calitativ, în orice caz va reprezenta punctul de vedere al celui intervievat permitând astfel o mai buna întelegere a clientului si a problemei sale Intervievarea calitativa - promoveaza o anumita perspectiva asupra cunoasterii si asupra socialului Un prim element al acestei trasaturi ar fi ca: comprehensiunea e realizabila prin încurajarea pe care asistentul social o face asupra celor intervievati, în a-si descrie lumea în proprii lor termeni; un al doilea element al acestei perspective este ca intervievarea include o relationare specifica între cel care realizeaza interviul si cel intervievat, iar aceasta relationare presupune obligatii pentru ambele parti; al treilea element se refera la faptul ca aceasta maniera de intervievare, presupune si un aspect etic din punctul de vedere al studiului care se realizeaza cu ajutorul interviului; Ce este intervievarea calitativa? De ce este nevoie de intervievarea calitativa? Intervievarea calitativa subliniaza ideea ca avem de-a face cu o metoda si în acelasi timp cu un instrument angajat în scopul cercetarii unui fragment al realitatii sociale Intervievarea calitativa se mai defineste si astfel: ea îi asculta pe oameni asa cum ei îsi descriu felul în care înteleg lumea, universul în care traiesc si actioneaza Intervievarea calitativa exploreaza teme specifice, evenimente, întâmplari, actiuni sau "happening"-uri, care sunt mai mult decât o întâmplare, un eveniment, adica e vorba de o intriga, un conflict, protagonisti care în general îsi disputa ceva, exista un parcurs temporal în care sunt asezate aceste fapte si evenimente Din punctul de vedere al asistentului social, un "happening" poate fi de ex ce s-a întâmplat când sotul a batut-o ultima oara pe sotie Alteori însa, intervievarea calitativa exploreaza schimbarile de o anvergura mult mai mare decât cele de la nivelul individual, fiind folosita pentru studiile care sunt puse la baza unor programe, ca de ex cele de reforma sociala Caracteristici comune ale interviurilor calitative: sunt extensii ale conversatiilor cotidiene dar cu câteva note distinctive; sunt interesate în întelegerea si cunoasterea elementelor de personalitate ale intervievatului fara a fi în acelasi timp interesate de etichetarea intervievatului si a evolutiilor pe care le-a trait si le relateaza; continutul interviurilor nu este gândit într-un mod rigid, ci schimbarile sunt considerate foarte importante, însemnând ca cel care realizeaza interviul ghideaza desfasurarea lui astfel încât, sa permita întâlnirea cu ceea ce intervievatul a trait, gândeste sau simte Aceste trei sunt caracteristici esentiale pentru ca prin ele interviul calitativ se distinge de alte forme, sau cai de culegere a datelor 2 Interviul centrat pe problema Este un interviu semistructurat si comparativ cu interviul narativ mai ales, e mai puternic structurat decât altele, cel narativ cunoaste cel mai slab grad de structurare Aceasta varianta de interviu permite focusarea efortului investigativ pe problematica cea mai intim legata de problema clientului si de situatia sa Are un caracter deschis, reprezentând si un important avantaj mai ales în asistenta sociala, din punctul de vedere al realizatorilor de interviu, din perspectiva relatiei de comunicare Interviul centrat pe problema este eficient Eficienta se explica prin aceea ca se evita întrebarile de tatonare, se angajeaza acest tip de interviu într-un anumit moment al studiului si al relatiei de asistare, astfel încât se câstiga timp si se economisesc resurse prin faptul ca un anumit aspect e investigat atunci când abordarea respectivei probleme este într-adevar necesara, iar cel intervievat - clientul - este pregatit si doreste sa discute subiectul propus prin interviu Interviul centrat pe problema e un interviu care în asistenta sociala ca si munca de reintegrare sociala si supraveghere e bine sa fie angajat la sfârsitul primei faze, la mijlocul procesului de asistare sociala, dar în nici un caz NU se începe procesul de asistare sociala cu un interviu centrat pe problema Pentru ca trebuie sa existe înainte de angajarea acestui tip de interviu o întelegere cât de cât clara a directiei în care se îndreapta efortul de cunoastere al intervievatorului, cât si directia si tinta urmarite prin asistare Interviul centrat pe problema a fost folosit înca din anii '50, unul dintre cei care l-a folosit pentru prima data a fost Robert Merton Merton a folosit aceasta forma de interviu pentru a studia efectele mass-media asupra comunitatii Cercetarea lui Merton a scos în evidenta legatura dintre experientele subiective ale celor studiati si anumite ziare pe care le citesc sau anumite emisiuni la care se uita Cicourell e unul din întemeietorii etnometodologici care pun un accent esential pe limbaj în studierea socialului El si alti etnometodologici au folosit interviul centrat pe problema pentru a scoate în evidenta universul lingvistic al celor care ofereau informatii despre un subiect sau altul al cercetarilor întreprinse de ei Witzel a teoretizat interviul centrat pe problema ca o combinatie integratoare de metode, incluzând aici si analiza de caz si metoda biografica si analiza de continut si chiar discutiile de grup De ex , analiza de continut a scrisorilor înseamna a le desface în unitati tematice Dupa Witzel exista câteva principii fundamentale ale interviului centrat pe problema: centrarea pe problema - se refera la faptul ca interviul trebuie început cu problematizari sociale; orientarea conform obiectului de studiu: acest principiu presupune ca forma concreta a interviului centrat pe problema trebuie sa se refere la obiectivele specifice studiului, si nu poate sa constea în preluarea unor instrumente prefabricate; principiul procesualitatii - intervievarea aceasta reprezinta o analiza flexibila a câmpului problematic, presupune adunarea si verificarea pas cu pas a informatiilor astfel încât relationarea si configurarea elementelor de cunoastere se construieste si se cristalizeaza încetul cu încetul printr-o permanenta atitudine reflexiva în fata metodei aplicate Caracterul deschis al interviului centrat pe problema înseamna ca persoana intervievata se simte libera si poate raspunde în asa fel încât, opiniile sale sunt exprimate liber, alegerea în legatura cu informatiile pe care le ofera si felul în care le prezinta fiind tot rezultatul alegerii sale Desfasurarea interviului centrat pe problema: 1) formularea si analiza problemei urmarite - întotdeauna se face înainte de derularea intervievarii, ceea ce înseamna ca tu, intervievatorul împreuna cu clientul ai dezvoltat relatia profesionala, ca stii anumite lucruri despre client; ca si el/ea stie ce vrea sa obtina, care sunt prioritatile relatiei profesionale; analizezi problema care doresti sa o lamuresti prin interviu si ai un backround teoretic foarte bine stabilit si consistent; 2) compunerea ghidului de interviu pentru tema studiata pe baza unitatilor tematice - în aceasta faza te centrezi pe o anumita tema, care face parte din problema clientului Si aceasta tematica se desface la rândul ei în alte subteme, care se ataca mai detaliat prin întrebarile adresate clientului; 3) ghidul de interviu - exprima într-o ordine logica directia pe care, intervievatorul prin întrebari si prin raspunsuri cel intervievat, o urmeaza împreuna, pentru a atinge scopul interviului; 4) faza pilot - este faza în care se realizeaza verificarea, testarea interviului pentru a vedea daca e nevoie de modificarea ghidului de interviu sau a unei parti din ghid Aceasta testare se poate face cu ajutorul unui coleg, dar în nici un caz testarea nu se face pe client 5) faza interviului propriu-zis - el vizeaza obtinerea informatiilor prin traversarea celor trei categorii principale din interviul: categoria întrebarilor de sondare, de ghidaj, sau fir rosu, si a celor ad-hoc De regula, având acordul celui intervievat se realizeaza înregistrari ale interventiei pe banda magnetica În caz de refuz, se realizeaza un protocol de interviu pe parcursul discutiei sau dupa caz, imediat dupa încheierea interviului Durata medie a acestui interviu este 90-120 de minut 3 Aspecte tehnice ale utilizarii interviului “Interviul este un sistem social creat ad hoc pentru a atinge un scop” (Kadushin, 1990, pg 206) În activitatea de reintegrare sociala si supraveghere interviul reprezinta instrumentul principal pe care consilierul de reintegrare sociala îl utilizeaza în demersul sau profesional, pentru operationalizarea rolurilor si competentelor sale atât în munca de supraveghere cât si (dupa caz), în cea de asistare psiho-sociala a persoanelor care au încalcat legea Prezentarea interviului, sub aspectele sale tehnice de baza, urmareste sa clarifice si sa exemplifice totodata, modul în care metodologia de tip asistenta sociala poate si trebuie sa fie transferata în spatiul muncii de reintegrare sociala si supraveghere, specificul si finalitatea acesteia De aceea, în continuare, analiza interviului, a procesului de intervievare, se va face din perspectiva utilizarii acestui instrument în domeniul asistentei sociale; în volumul al doilea al manualului de fata, aspectele principale ale intervievarii, tehnicile si abilitatile de intervievare, vor fi prezentate cu aplicatie directa la una sau alta din activitatile foarte concrete ce dau continut muncii consilierului de reintegrare sociala si supraveghere Prin urmare, interviul în asistenta sociala este o interactiune comunicationala ce are un scop deliberat si mutual acceptat de participantii la comunicare – intervievator (asistentul social, consilierul de reintegrare sociala si supraveghere) si intervievatul (sistem client si/sau sistem tinta si/sau sisteme relevante) Continutul de tip asistenta sociala al interviului este astfel ales încât sa faciliteze atingerea scopului specific asistentei sociale;În cadrul interviului are loc o alocare diferentiata a rolurilor intervievat/ intervievator si a sarcinilor – relationarile sunt complementare si non reciproce în cadrul interviului; Actiunile intervievatorului trebuie sa fie planificate deliberat si selectate în mod constient pentru a sustine scopul interviului – interviul este o comunicare cu progres planificat; Interviul, de regula, are un timp, loc si durata formal definite si stabilite; Intervievatorul este obligat sa accepte solicitarea unui client pentru interviu în spiritul valorilor si deontologiei proprii asistentei sociale/muncii de reintegrare sociala si supraveghere Interviurile din asistenta sociala implica oameni cu probleme, sau oameni aflati în situatii problematice: ceea ce se discuta este confidential (a se vedea limitele confidentialitatii); centrarea se face pe client/intervievat; se urmareste maximizarea participarii clientului, minimizându-se standardizarea si sporind astfel, individualizarea continutului functia si natura profesiei determina într-un mod general, continutul distinctiv al interviurilor în asistenta sociala Scopurile interviurilor din asistenta sociala Se disting trei tipuri de scopuri: scop informational sau pentru studiul social; scop diagnostic sau de evaluare; scop terapeutic sau pentru realizarea schimbarii “Procesul intervievarii este miscarea dinamica constienta realizata prin intermediul unor stadii succesive, spre atingerea scopului interviului ” (Kadushin,1990) Faza introductiva Se spune în literatura de specialitate ca interviul începe înainte de a începe… Aceasta sintagma exprima de fapt ideea ca interviul, sub toate aspectele sale, este influentat de ceea ce s-a întâmplat/sau nu, înainte ca el sa înceapa Astfel, modul în care începe si se deruleaza întregul interviu, este în legatura cu: faptul ca asistentul social va avea ca intervievat un client voluntar sau nonvoluntar; motivatia initiala sau lipsa motivarii pentru interviu – responsabilitatea asistentului social pentru: - întretinerea motivatiei initiale, - dezvoltarea motivatiei clientului locatia spatiului în care se va desfasura interviul ex interviul urmeaza sa aiba loc: la serviciul de reintegrare sociala si supraveghere, într-un birou al institutiei care acorda asistenta sociala sau la domiciliul celui intervievat, într-o institutie (case de batrâni, spitale, penitenciar) O atentie speciala se va acorda urmatoarelor aspecte: Cadrul sa nu distorsioneze comunicarea! Sa nu distraga atentia! Interviul sa tina cont de “rutina locului”! pregatirea personala si profesionala a intervievatorului, înseamna: consilierul de reintegrare sociala si supraveghere revede informatiile din interviurile anterioare sau orice alte informatii deja existente; îsi reîmprospateaza cunostiintele teoretice relevante pentru continutul urmatorului interviu; îsi stabileste si precizeaza ce anume urmareste prin interviu; realizeaza ghidul de interviu care reprezinta: concretizarea scopului interviului Intervievatorul trebuie sa stabileasca limitele de timp în care aceste continuturi pot sa fie atinse, sa constientizeze ceea ce este confidential, sa pregateasca întrebarile care considera ca vor trebui puse Începutul intervievarii: Reprezinta momentul în care se acorda atentie în principal: stabilirii formei de adresare, în primul rând cea pe care asistentul social o foloseste pentru client; formalitatilor de curtoazie: sa fie scurte, sa marcheze trecerea de la o relationare sociala la o relationare profesionala, sa fie centrate tot pe client stabilirii scopului/intentiei interviului – sarcina principala a fazei initiale a intervievarii, formularii întrebarii de deschidere: la ea sa se raspunda usor; sa serveasca dezvoltarii interactiunii în sens reciproc; sa orienteze discutia din cadrul interviului, ex Ce te-a adus aici? Ce anume doresti de la noi? Ce crezi ca putem face pentru tine? Important! Începutul unui proces de intervievare, sau un interviu initial, urmaresc sau au drept obiectiv sa-l ajute pe aplicant (solicitant) sa devina client Componentele acestui obiectiv sunt: o identificare clara, precisa a problemei clientului; stabilirea unei relatii cu asistentul social si prin el/ea, cu institutia/organizatia ce acorda asistare sociala; motivarea clientului pentru relatia de interviu; asigurarea cu informatii despre serviciile, programele institutiei/ organizatiei si resursele existente si relevante pentru problema clientului; a determina ce anume este pregatit clientul sa faca în legatura cu problema sa; a determina dimensiunea, durata si intensitatea problemei clientului Deci interviul de început (initial) sau faza de început a intervievarii are o mai puternica componenta de explorare a situatiei clientului; comunicarea din cadrul sau vizeaza în mai mare masura, socializarea clientului cu rolul sau în interviu; vizeaza o mai mare utilizare a tehnicilor ce maximizeaza dezvoltarea relatiei intervievat (client) – intervievator (asistent social); asistentul social este în mai mare masura (decât în alte faze ale intervievarii) directiv si activ Abilitati si deprinderi necesare intervievatorului (asistent social/student) în faza introductiva Între abilitatile cele mai necesare se numara mai întâi, cele de punere a întrebarilor si cele de ascultare activa Întrebarile – sunt cele mai des angajate în realizarea oricarui interviu – punând întrebari asistentul social (intervievator) poate sa urmareasca scopuri varietate, precum: sa extinda teritoriul interviului; sa-i sporeasca adâncimea acestuia; sa ajute la rezolvarea problemei; sa-l activeze pe intervievat sa împartaseasca atât informatii factuale cât si afective; sa-l încurajeze pe client sa relateze si sa-si elaboreze relatarea; sa-l ajute pe client sa-si organizeze si sistematizeze prezentarea, asigurându-se ca a inclus toate informatiile relevante; sa-l încurajeze pe client sa ia în considerare alternativele; sa-l socializeze pe client în rolul de intervievat; sa sublinieze centrarea interviului pe explorare, întelegere sau pe comportamentul - actiune ex “Poti sa-mi spui mai multe despre acest lucru?” iata o întrebare care subliniaza intentia de explorare a intervievatorului “Ce înteles dai acestui mod de a reactiona pe care l-ai avut?” – subliniaza intentia de a întelege informatia obtinuta “Ce crezi ca se poate face în acest sens?” – întrebarea subliniaza intentia de a actiona În faza introductiva, întrebarile urmaresc cu precadere: explorarea problemei si situatiei clientului; socializarea clientului în rolul de intervievat; încurajarea clientului sa împartaseasca informatii factuale si afective; directionarea clientului si totodata, a-l face sa se simta respectat si deci confortabil în relatia de interviu Se folosesc mai cu seama întrebari deschise sau cele închise cu variante de raspuns multiple, în defavoarea celor închise Astfel, intervievatul va avea în mai mare masura posibilitatea: sa selecteze raspunsul dintr-o paleta mai larga de raspunsuri posibile; sa evidentieze propriul cadru de referinta; sa selecteze acele elemente din situatia sa, care i se par mai îngrijoratoare si-l preocupa mai mult; sa simta responsabilitate si libertate în participarea la interviu si în determinarea continutului si directiei acestuia si deci sa dezvolte o motivatie adecvata unei relatii de comunicare pozitiva Întrebarile închise sunt folosite: când o cantitate de informatii a fost deja obtinuta, dar trebuie acoperite niste detalii/informatii lipsa; când intervievatul este nesigur cum sa procedeze; când situatia apare confuza; când informatii precise sunt necesare intervievatorului; când e nevoie de un spor de claritate si centrare a interviului; când intervievatorul doreste sa exercite un control mai mare asupra continutului; când se doreste limitarea introducerii unor continuturi exterioare scopului interviului si irelevante; când intervievatorul (asistentul social) îl ajuta pe clientul reticent sa înceapa relatarea; când se urmareste reducerea interactiunii si a gradului de emotionalitate a interviului; uneori, când se introduce un subiect fata de care clientul/intervievatul ar putea fi ezitant daca s-ar fi formulat o întrebare deschisa; o întrebare deschisa se angajeaza când se introduce un continut pentru care clientul are nevoie de încurajari sa-l discute; când limitele de timp pentru intervievare sunt strânse Exista si este necesara exersarea constientizata si a altor tipuri de întrebari de ex directe – implica în mod direct responsabilitatea clientului pentru raspunsul dat; “Ce anume simti în legatura cu noua locuinta?” indirecte – responsabilitatea este difuza; “Care sunt sentimentele în familia ta în legatura cu noua locuinta?” Întrebari cu focus diferential: se pot centra pe diferite perioade de timp, ex “Ce s-a întâmplat în ultimul an, înainte de pensionare cu starea dv de sanatate?” “Care este starea dv de sanatate în momentul de fata?” se pot centra pe gânduri, sentimente sau pe comportamente, ex “La ce v-ati gândit când ati luat hotarârea separarii de sotie?” Întrebari de clarificare-concretizare: Sunt angajate atunci când: nu este clara relevanta continutului; este nevoie sa se clarifice un continut ambiguu; este nevoie de mai multe detalii; este nevoie de un plus de specificitate Prin urmare, acest tip de întrebare se pune atunci când raspunsul anterior al clientului a fost insuficient, irelevant, neclar sau inconstient Formularea si frazarea Cele mai frecvente erori în formularea întrebarilor sunt urmatoarele: sugereaza raspunsul; dubleaza întrebarea; întrebarea “de ce”; întrebari trunchiate Întrebarile care sugereaza raspunsul se bazeaza pe o preconceptie a asistentului social/intervievator despre care/cum are sa fie raspunsul clientului În consecinta, acesta – intervievatul – nu se va simti liber în formularea raspunsului: de ex “În mod sigur, îti iubesti si respecti parintii, nu?” sau intervievatorul poate sugera raspunsul printr-o frazare negativa, de ex “Presupun, ca nu te-ai gândit sa te separi de familie înainte de a-ti gasi un loc de munca?” Întrebarile duble – sunt mai ales, o eroare a intervievatorilor începatori care pun mai mult de o întrebare printr-o adresare Intervievatul se simte confuz, nu stie la care dintre întrebari sa raspunda Prefera în general sa raspunda la întrebarea mai putin solicitanta si mai putin productiva din punctul de vedere al scopului interviului Intervievatorul poate uita ca la întrebarea de origine nu s-a raspuns, de ex “De cât timp aveti conflicte voi fratii? Ce se întâmpla în aceste situatii conflictuale?” Întrebarea “De ce” - este un din întrebarile care sunt mai frecvent folosite decât ar trebui Este o întrebare care este dificila pentru intervievat, pentru ca fie: îi solicita o relatare în termeni rationali despre comportamentul sau, pe care relatare el/ea nu o poate face – descoperirea explicatiei, nu întâmplator, este deseori unul din obiectivele contactului terapeutic; mai ales când e vorba de un comportament auto-distructiv, multi oameni gasesc dificil sa explice de ce se comporta în acel mod – le sporeste sentimentul de frustrare, inadecvare, atitudinea defensiva; în unele cazuri, încurajeaza o tendinta spre rationalizarea comportamentului, ce poate falsifica realitatea Întrebari trunchiate – apar mai ales atunci când intervievatorul nu este în clar cu ceea ce doreste sa întrebe În aceste cazuri, mesajul transmis de el/ea (intervievator) este mai mult sau mai putin trunchiat Atentie! Întrebarile trebuie sa fie: comprehensibile; lipsite de ambiguitate; suficient de scurte (orice întrebare mai lunga de doua propozitii e prea lunga) Faza de mijloc, sau de dezvoltare a intervievarii Reprezinta acea parte din procesul intervievarii în care are loc îndeplinirea scopului asupra caruia intervievatorul si cel intervievat au cazut de acord în faza introductiva Pentru aceasta, asistentul social va avea în atentie: sa mentina interactiunea emotionala cu clientul la nivel confortabil si astfel, sa mentina relationarea pozitiva; sa-l ajute pe client/intervievat sa exprime îngrijorarile sale relevante din punctul de vedere al atingerii scopului interviului; sa miste interviul de la o unitate tematica la alta, catre scop; sa-l ajute pe client sa discute unele din aceste unitati tematice cu o profunzime emotionala mai mare; sa-l ajute pe client sa realizeze sarcinile instrumentale ale rezolvarii problemei sale Deprinderi de intervievare în faza de mijloc a interviului Deprinderi legate de întinderea si adâncimea intervievarii Deprinderi de explorare si însotire – sunt angajate cu precadere în partea de început a intervievarii când asistentul social si clientul încearca sa explice cât mai clar posibil: - natura problemei; - contextul în care problema clientului se manifesta 1 2 Deprinderi instrumentale de influentare si orientare spre schimbare – sunt mai utilizate în fazele mai avansate ale intervievarii când asistentul social si clientul actioneaza pentru rezolvarea problemei 1 1 Deprinderile de explorare si însotire reprezinta acele actiuni observabile ale asistentului social care indica interesul si atentia acordate celui intervievat Are doua componente: nonverbala – contactul vizual si postura corpului; contactul vizual – trebuie sa fie: confortabil – nu intruziv, si nici sa nu indice respingere în acord cu un raspuns la fluenta comunicarii celui intervievat postura corpului – trebuie sa indice: intensitatea prezentei intervievatorului, implicarea acestuia, preocupare pentru atingerea scopului interviului, ascultarea activa a clientului, deschidere, receptivitate verbala – încurajarea, parafrazarea/ recapitularea/ trecerile tematice Aceasta componenta exprima faptul ca ceea ce spune/raspunde clientul pe de o parte, si întrebarea/comentariul asistentului social pe de alta parte, împart acelasi continut – fluenta comunicarii, încarcatura afectiva din afirmatiile clientului, reflecta nivelul intensitatii afective din afirmatia anterioara a celui intervievat Toate acestea se exprima si concretizeaza prin: Încurajari: sunt interventii ale intervievatorului, fara un mesaj/continut propriu; au rolul de a-l motiva pe client, de a-i întari dorinta, de a continua sa vorbeasca; includ elemente verbale: ex “Deci…”, “Înteleg…”, “Si atunci…”, “Ihî-îhî…”, “hm…”, “Continua, te rog…”; elemente nonverbale: expresia fetei, contactul vizual, înclinarea corpului în sens afirmativ – indica celui intervievat ca asistentul social este interesat de ceea ce spune acesta; sunt utilizate când: a) clientul începe sa vorbeasca, sa raspunda la întrebari; b) clientul este deja activ, implicat în comunicare Parafrazarea: este o reafirmare selectiva a ideilor de baza în fraze care seamana, fara sa fie însa, identice cu cele folosite de intervievat; deci prin parafrazare se reafirma ceea ce a spus clientul, dar cu cuvintele asistentului social/intervievatorul; trebuie sa se caracterizeze prin concizie, acuratete, folosirea cadrului de referinta al clientului; pentru ca parafrazarea sa nu suna mecanic, exista o varietate de formulari gen: “Daca te-am înteles bine…”, “Cu alte cuvinte…”, “Te-am auzit spunând, ca…” Sumarizarea: un rezumat sau sumar: revede pe scurt ceea ce s-a discutat, si astfel, da interviului directia; evidentieaza ceea ce a fost acoperit si deci ceea ce a ramas descoperit, astfel indica pe ce teme/aspecte trebuie în continuare centrata atentia; indica de multe ori, faptul ca intervievatul intentioneaza sa mute cursul interviului spre alta unitate tematica; uneori, când este o sumarizare mai ampla, poate tine loc de încheiere a interviului oferind si o imagine de ansamblu a ceea ce s-a realizat în interviu; da o vizibilitate mai mare punctelor importante acoperite prin interviu; este în mod necesar, selectiva Profunzimea sau adâncimea intervievarii Dupa ce au acoperit ariile de continut care prezinta relevanta din punct de vedere al scopului interviului, asistentul social (intervievatorul) si clientul (intervievatul), identifica anumite teme care se cer discutate la un nivel emotional mai intens Adâncimea interviului se refera la: - intensitatea sentimentelor; - nivelul de intimitate al acestora Adâncimea interviului se refera la cum simte/ce simte clientul cu privire la ceea ce s-a întâmplat si a relatat Îndemânarile si tehnicile prin care se intensifica adâncimea interviului/intervievarii sunt: identificarea acordare de atentie sentimentelor clientului reflectarea sentimentelor De exemplu: Întrebari de identificare a sentimentelor si de încurajare a discutiei despre acestea “cum te simti în legatura cu …” Întrebari, comentarii prin care se acorda atentie sentimentelor clientului “Ai spus ca te-ai simtit mintit, poti sa-mi spui si ce alte sentimente ai avut dupa acea întâmplare?” Reflectarea sentimentelor - “Te simti vinovat fata de familie pentru ca ti-ai pierdut slujba”, “Te simti în siguranta, pentru ca familia ta te întelege ” III Îndemânari si tehnici rezolutive folosite în faza de mijloc a intervievarii Aceste îndemânari si tehnici dintre care cele mai des angajate sunt: clarificarea, interpretarea, confruntarea, împartasirea informatiilor, sfatuirea, suportul Acestea contribuie la atingerea obiectivelor rezolutive (de interventie) ale interviului Clarificarea si interpretarea Clarificarea oglindeste ce a spus intervievatul dar transpus într-un limbaj mai familiar si mai putin încarcat de subiectivitate Efectele clarificarii: ajuta clientul sa-si restructureze câmpul perceptual, evidentiaza alternative si consecintele diverselor alegeri – sporeste întelegerea cognitiva, sporeste specificitatea informatiei, ajuta la verificarea întelegerii relatarii clientului De ex “Cred, ca mama mea nu ma iubeste” A S “Ce anume spune sau face mama ta, si îti sugereaza tie ca nu te iubeste?” SAU A S “Nu sunt sigura ca stiu ce ai vrut sa spui adineaori ” SAU A S “Nu am înteles clar, daca…” 1 Interpretarea: merge cu un pas mai departe decât o facusera parafrazarea, reflectarea sau clarificarea; specificul ei este ca ofera un nou cadru de referinta (în cazul celorlalte trei tehnici cadrul de referinta al intervievatului era mentinut); o interpretare trece de mesajul clientului si include o inferenta derivata din acesta , inferenta se bazeaza pe alte informatii oferite clientului, respectiv pe teorie utilizarea interpretarii: ofera clientului o conexiune de care acesta nu era constient; realizeaza o reconceptualizare; ajuta clientul sa-si înteleaga mai bine problema, resursele si astfel, îl ajuta sa se ocupe mai bine de rezolvarea ei Confruntarea: merge un pas mai departe decât o facuse interpretarea; vizeaza incongruentele: dintre ce a spus clientul la un moment dat si alte afirmatii facute ulterior/anterior; dintre ce a spus si cum a spus; dintre ce a spus ca doreste, si conduita care indica altceva; utilitatea este data de faptul ca: forteaza regândirea/reconsiderarea; pune fata în fata elementele contradictorii din relatarea clientului; ofera vizibilitate si claritate mesajelor communicate Împartasirea reciproca a informatiilor: se refera la faptul ca fluxul informatiilor nu urmeaza doar directia intervievat-intervievator, ci si invers, adica, asistentul social – intervievatorul, asigura informatii de care clientul are nevoie, unele interviuri se si numesc “interviuri de informare”; oferirea de informatii si prin aceasta, crearea sau sporirea astfel, a unor resurse ale clientului care-l ajuta în luarea deciziilor; reprezinta o interventie care contribuie la rezolvarea problemei; Sfatul: este o interventie care contribuie la afirmarea responsabilitatilor rezolutive ale intervievatorului (5-8% din interventiile de interviu ale asistentului social sunt sfaturi); prin cuvântul sfat se acopera mai multe aspecte: o directionare explicita cu privire la “ce trebuie” sa faca clientul sau nu trebuie sa faca; sugestii cu privire la alternative pentru a fi luate de client în considerare sfaturile pot varia în grade de directionare si explicitare, unele fiind mai subtile decât altele; uneori, tehnica modelarii este prin efectele sale o forma subtila, nonverbala de a sugera clientului sa adopte un anumit comportament pentru anumite grupuri de clienti, oferirea de sfaturi este pe deplin justificata (ex pentru clienti în situatii de criza, pentru cei cu probleme de sanatate mentala, pentru clienti timizi); efectul oferirii de sfaturi este ca angajeaza pe client în rezolvarea problemei Studiile empirice au dovedit, ca cei asistati considera sfatul o procedura rezolutiva utila Suport si reasigurare Suportul consta si se evidentiaza prin exprimarea deschisa - verbala si nonverbala – a întelegerii, reasigurarii, preocuparii, simpatiei, încurajarii Suportul include aprecieri despre abilitati, calitati si eforturi de coping pe care asistentul social le identifica la client Faza finala a intervievarii Caracteristici: Aceasta faza înseamna încheierea interviului/intervievarii Pregatirea încheierii începe înca de la începuturile interviului: când cel intervievat este explicit informat cu privire la perioada de timp alocata pentru interviu; când, mutual, se ajunge la stabilirea interviului Încheierea vizeaza atât continutul, cât si sentimentele Încheierea trebuie sa aiba loc înainte ca participantii sa devina fizic si psihic, obositi Folosirea expresiilor de tipul: “Ei bine, se pare ca ne apropiem de final” sau “Acum, ca am ajuns la sfârsitul interviului…” marcheaza încheierea unui interviu sau al unui sir de interviuri Se pot utiliza însa si indicatori nonverbali Dezangajarea din relatia de interviu se face într-o maniera politicoasa, calda Sumarizarea Face parte din faza terminala si reprezinta o scurta recapitulare: a ceea ce a fost acoperit prin interviu; a deciziilor la care s-a ajuns; a întrebarilor care (dupa caz) au ramas de pus Asa cum si începutul interviului a fost pregatit de o conversatie, la fel si încheierea interviului poate fi urmata de o scurta conversatie Ea are rolul de a face trecerea de la o comunicare localizata în cadrele interviului, la situatia de comunicare cotidiana, obisnuita Luarea notitelor Odata încheiat interviul, intervievatorul are obligatia de a înregistra informatiile obisnuite, într-un dosar/pe computer etc De aici rezulta importanta luarii notitelor, mai ales pe durata intervievarii, dar si imediat dupa încheierea ei În general, când se iau notite atentia este concentrata în primul rând pe ce s-a spus si nu pe ce spune 7 1 2 Consilierea persoanelor aflate în conflict cu legea Mircea Alexiu Sa consiliezi pe cineva cu probleme personale nu este nici magic, nici mistic Desi antrenamentul si experienta în consiliere este benefic, oricine are puterea de a ajuta pe altcineva, ascultând si discutând despre dificultati Consilierea cu rezultate satisfacatoare poate fi facuta de un prieten, de un vecin, de frizer, de croitor, de barman, ca si de asistentul social, psihiatru, psiholog, preot Asta nu înseamna ca toti vor consilia cu succes Profesionistii, datorita experientei lor, au o mai mare probabilitate de a avea succes Caci competenta si preocuparea, mai mult decât gradatiile si certificatele, sunt chei ale realizarilor Consilierea din perspectiva consilierului În general sunt 3 faze ale consilierii? construirea unei relatii exploatarea aprofundata a problemelor exploatarea solutiilor alternative Consilierea profesionala procedeaza treptat de la o faza la alta cu o trecere între cele 3 stadii De exemplu, în multe cazuri, în timp ce sunt explorate problemele, relatiile între consilier si consiliat continua sa se dezvolte La sfârsitul seriilor de interviuri de consiliere exista adesea a 4-a faza? evaluarea De multe ori înainte de primul interviu un consilier nu are cunostiinta de problemele persoanei aflata în conflict cu legea (clientului ) Problema este?,,Care trebuie sa fie obiectivele consilierului la primul interviu?” într-un astfel de interviu consilierul de reintegrare sociala si supraveghere trebuie sa încerce sa creeze o relatie si sa înceapa sa exploreze problemele clientului A treia etapa – examinarea solutiilor alternative poate sa fie sau poate sa nu fie atinsa în primul interviu Orice interviu are scopul si obiectivele sale si consilierul trebuie sa fie atent tot timpul si sa se concentreze asupra lor De multe ori prima problema pe care o prezinta clientul poate sa nu fie cea care îl îngrijoreaza cel mai mult Clientii câteodata prezinta probleme pe care ei le cred socialmente acceptabile, ca sa vada cât de obiectiv si întelegator este consilierul Consilierea din perspectiva clientului Pentru ca procesul sa fie util, clientul trebuie sa ajunga la o serie progresiva de afirmatii constiente (gânduri si convingeri) în urmatoarele etape? Etapa I Constientizarea problemei (,,Am o problema”) Etapa II Relatia cu consilierul (,,Cred ca acest consilier ma va ajuta”) Etapa III Motivatia (,,Cred ca pot sa-mi îmbunatatesc situatia”) Etapa IV Conceptualizarea problemei (,,Problema mea nu e neobisnuita, are însa componente specifice” Etapa V Explorarea strategiilor alternative (,,Vad ca sunt multiple cai de actiune pentru îmbunatatirea situatiei mele”) explorarea solutiilor alternative Etapa VI Selectionarea strategiei (,,Cred ca aceasta metoda o sa ma ajute si doresc sa o încerc”) Etapa VII Implementarea (,,Aceasta metoda ma ajuta”) Etapa VIII Evaluarea (,,Desi aceasta metoda îmi rapeste mult timp si efort, merita” Avantajul conceptualizarii în procesul de consiliere, este ca e o cale de crestere a eficientei consilierii Etapa I – Constientizarea problemei În aceasta etapa, clientul trebuie sa îsi spuna?,,Am o problema, trebuie sa fac ceva în legatura cu situatia mea” Daca oamenii au probleme refuza sa recunoasca ca au probleme, nu o sa fie motivati pentru a face eforturi de a se schimba În unele ramuri ale consilierii, de exemplu în activitatea cu betivii, e uneori dificil sa-i faci pe oameni sa recunoasca ca au o problema Pentru persoanele care neaga existenta problemei, schimbari constructive nu pot sa apara, numai daca asistentul social gaseste o cale sa-i convinga ca problema exista (de obicei asistentul social exploreaza de ce clientul neaga existenta problemei si aduna dovezi care documenteaza despre existenta ei) Uneori o persoana care recunoaste existenta problemei poate prefera sa încerce sa o rezolve singura, fara sa primeasca ajutor de la altii O persoana cu o problema este detinatorul problemei si de aceea are dreptul sa decida cum sa o rezolve Daca decide sa o rezolve singur, consilierul trebuie sa–i respecte decizia, dar sa arate ca e disponibil în continuare, spunând ceva la modul?,,Daca vreodata te hotarasti sa mai vorbesti despre aceasta, usa mea va fi întotdeauna deschisa” Etapa a II-a – Relatia cu consilierul Aceasta etapa depaseste prima etapa, ca si celelalte etape ale procesului consilierii Pentru ca aceasta consiliere sa fie eficienta, clientul trebuie sa ajunga la punctul unde gândirea lui va functiona astfel? ,,Cred ca acest consilier ma va ajuta” Daca însa clientul gândeste astfel? ,,Acest consilier nu ma poate ajuta, eu n-am nevoie de psihanalist N-am încredere în el”, procesul va esua În timpul procesului consilierii si mai ales la întâlnirile initiale, consilierul trebuie sa fie atent la tipul de relatie care se creeaza între consilier si client Iata câteva recomandari pentru creearea unei relatii constructive Consilierul trebuie sa caute sa stabileasca o atmosfera confortabila, neamenintatoare unde clientul sa se simta în siguranta, pentru a-si comunica în totalitate problemele, simtindu-se acceptat ca persoana În contactele initiale cu clientul, consilierul trebuie sa se ,,vânda” pe sine (sa se prezinte) nu ca o persoana aroganta, ci ca o persoana întegatoare si o cunostinta de cauza care poate sa ajute pe cei care doresc sa încerce aceasta Fiti calm, nu va exteriorizati surpriza sau râsul atunci când clientul îsi dezvaluie problemele Sa ramâi calm nu este întotdeauna usor De obicei nu fiti moralizator, nu faceti judecati Aratati respect pentru valorile clientului si nu încercati sa le impuneti pe ale voastre Valorile care functioneaza pentru dumneavoastra poate ca nu sunt bune pentru altcineva aflat într-o situatie diferita Comportati-va cu clientul de la egal la egal Daca clientul simte ca e tratat ca un inferior, el va fi mai putin motivat sa-si expuna si sa discute problemele personale Folositi cuvinte pe întelesul clientului Asta nu înseamna ca trebuie sa folosim argoul sau pronuntia clientului Consilierul va folosi cuvinte prin care clientul le întelege si care nu-l ofenseaza Tonul vocii consilierului trebuie sa transmita mesajul ca profesionistul întelege si îi pasa de sentimentele clientului Tine confidential ceea ce ti-a spus clientul Oamenii, din pacate, au tendinta aproape irezistibila sa împartaseasca ,,secrete neobisnuite” cu cineva Daca clientul descopera ca a fost violata confidentialitatea relatia poate fi repede rupta Daca consiliezi o ruda sau un prieten exista pericolul ca fiind implicat emotional sa te superi sau sa te certi cu persoana Daca aceasta se întâmpla, cel mai bine este sa renunti, cu cât mai mult tact posibil Poate ca dupa ce spiritele se linistesc, subiectul poate fi abordat din nou sau poate ca poti încredinta clientul unui alt consilier Deci, când te superi consilierea nu mai este productiva De aceea multi consilieri refuza consilierea rudelor sau a prietenilor din cauza faptului ca sunt constienti ca implicarea emotionala dauneaza calmului si detasarii cerute pentru a ajuta clientul sa exploreze solutiile alternative Etapa a III -a – Motivatia Clientii trebuie adusi în situatia de a-si spune?,,Cred ca pot sa-mi îmbunatatesc situatia, doresc sa fiu mai bun” Daca un client nu este motivat sa se schimbe, schimbarea nu poate avea loc În consiliere, variabila cheie în determinarea faptului daca un client se va schimba sau nu, este motivatia clientului de a se schimba si de a face efortul necesar pentru aceasta Un consilier trebuie sa încerce sa motiveze pe oamenii apatici sau descurajati, încercând sa fie o persoana încurajanta: are o acceptare completa pentru persoanele descurajate si transmite mesajul?,,te accept exact asa cum esti fara sa pun conditii” (totusi nu trebuie acceptat comportamentul deviant) are o atitudine de neblamare astfel ca persoana descurajata nu mai simte nevoia sa minta, sa pretinda, sa poarte masca transmite empatie? consilierul îsi da seama si poate pâna la un punct sa simta ceea ce simte persoana descurajata Empatia apare atunci când simti cu un client mai mult decât pentru el Sa simti pentru client este mai mult sa-i arati simpatie decât empatie Cineva spunea ca daca ai capacitateade empatie te simti mic când vezi o vaza mica si te simti înalt când vezi o vaza înalta Empatia înseamna sa patrunzi imaginativ în viata interioara a altcuiva transmite persoanei descurajate ca specialistul este interesat în progresele ei si transmite mesajul ca clientul este o persoana importanta, demna de interes transmite persoanei descurajate ca consilierul are încredere în capacitatea persoanei sa progreseze transmite un entuziasm sincer în legatura cu ideile, interesele si actiunile persoanei descurajate sa capete încredere în ele, de obicei au nevoie de persoane încurajatoare, care sa le faca sa creada ca sunt persoane importante, valoroase are capacitatea de a fi un ascultator care nu judeca, astfel încât gândurile si sentimentele persoanei descurajate sa poata sa fie exprimate liber, fara teama de cenzura când consilierul se întâlneste cu persoana descurajata (mai ales la începutul legaturii), el trebuie sa observe orice mic progres (de exemplu daca persoana poarta ceva nou? ,,e nou, nu-i asa? î-ti sta foarte bine”) sa motivezi o persoana descurajata ia mult timp oamenii descurajati, au de obicei o lunga lista de esecuri astfel, asta implica ca specialistul sa aiba timpul necesar sa asculte si sa înteleaga aceasta persoana cât mai mult posibil consilierul trebuie sa aiba o încredere sincera în capacitatea persoanei descurajate de a gasi un scop în viata consilierul trebuie sa întareasca eforturile facute de persoana descurajata lucrul cel mai important este ca cineva încearca, nu neaparat ca si reuseste daca face eforturi pentru a progresa, exista sperante consilierul trebuie sa ajute persoana descurajata sa vada falsitatea si consecintele negative ale afirmatiilor de autoînvinuirea (exemplu: ,,nu sunt bun de nimic”) fiecare persoana are talente si deficiente (si + si -) consilierul trebuie sa recunoasca faptul ca tot ceea ce se poate face este sa depui toate eforturile ca sa încerci sa motivezi o persoana descurajata, succesul nefiind garantat dar sa reveniti la speranta de a motiva o persoana nu mai este eficient în munca cu aceasta persoana consilierul trebuie sa stie, sa observe unicitatea si forta persoanei aceasta se comunica persoanei descurajate, pentru ca ea sa înceapa sa realizeze ca este unica si valoroasa consilierul trebuie sa fie constient de consecintele negative ale dependentei într-o relatie, când o persoana descurajata începe sa-si asume riscuri si sa faca schimbari constructive, trebuie sa aiba încredere în fortele proprii, sa-si ia deciziile singur Etapa a IV –a – Conceptualizarea problemei Pentru ca o consiliere sa fie eficienta, clientul trebuie sa recunoasca? ,,Problema mea nu este neobisnuita, dar are componente specifice” Multi clienti au tendinta sa-si considere situatia ca fiind atât de complexa încât devin anxiosi sau emotivi si de aceea nu sunt capabili sa vada ca problema lor are un numar de componente ce pot fi modificate pe rând Pentru a ajuta clientii sa-si conceptualizeze problema, consilierul trebuie sa exploreze în totalitate problemele împreuna cu clientul Recomandari: Multi consilieri fac greseala de a sugera solutii de îndata ce problema este identificata, fara sa cerceteze în profunzime La cercetarea în profunzime, consilierul si clientul trebuie sa tina cont de importanta problemei, de când exista ea, ce capacitati fizice si mentale are clientul pentru a le rezolva, etc Când principala problema este identificata, sunt de obicei identificate si subprobleme ce trebuie explorate Într-o situatie cu o multitudine de probleme, modul cel mai bun de a decide problema ce trebuie prima rezolvata, este sa întrebi clientul, care e cea perceputa de el ca fiind cea mai presanta Daca ea poate fi rezolvata, începeti sa o explorati în profunzime Succesul în rezolvarea unei subprobleme va creste încrederea clientului în consilier si va face relatia mai solida Transmite empatie, nu simpatie Empatia este capacitatea de a arata ca stii si poti pâna la un punct sa simti ce-ti povesteste clientul Simpatia înseamna tot sa împartasesti sentimentele, dar are si conotatia de a arata mila Diferenta este subtila, dar empatia este orientata spre rezolvarea problemelor, iar simpatia spre întelegerea si mentinerea lor Diferenta dintre empatie si simpatie poate fi aratata prin raspunsul la urmatoarea afirmatie a unei cliente al carei prieten a parasit-o dupa relatie care a durat 3 ani? ,,Cum de a putut sa-mi faca asta dupa tot ceea ce am facut pentru el? Mi-a facut foarte rau! ” Raspunsul aratând simpatie? ,,E un porc Cred ca te simti tare rau Probabil ca mult timp o sa te simti nefericita ” Raspunsul aratând empatie?,,Stiu ca încetarea acestei relatii te-a ranit profund De asemenea pari a nu fi înteles de ce a dorit el sa rupa prietenia Ai discutat asta cu el?” Ai încredere în tine Cel mai important mijloc de actiune al unui consilier este propria persoana ( sentimentele si perceptiile) Consilierii trebuie sa învete permanent sa se puna în situatia clientilor (cu valorile si conditiile lor) – de exemplu, o fata de 17 ani, care este însarcinata si parintii îi cer sa faca avort ( un consilier competent va încerca sa simta ce simte ea, sa vada lumea prin ochii ei, din perspectiva ei, cu scopurile, dificultatile valorice, si problemele ei) De obicei nu reusim 100%, dar daca ne straduim, putem ajunge la 70% - 80%, ceea ce este suficient pentru a întelege situatia Când crezi ca un client a atins o zona importanta a problemelor sale, comunicarea ulterioara trebuie încurajata prin: Semne nonverbiale ale interesului, Pauzele Consilierii neexperimentati devin anxiosi, când sunt pauze si se grabesc sa spuna ceva, orice, astfel încât conversatia sa continue De obicei asta este o greseala, mai ales când stopeaza o problema importanta Întrebari neutre? ,,Poti sa-mi spui mai multe despre aceasta?”, ,,De ce ai crezut aceasta?”, ,,Nu sunt convins ca am înteles exact ce ai spus” Sa rezumi ce a spus clientul Exemplu? ,,în ultima ora, ai facut o serie de comentarii critice despre sotul tau – se pare ca ceva în casnicie nu prea merge” Reflectarea sentimentelor – exemplu? ,,Pari suparat”, ,,Arati destul de afectat de aceasta ” Trateaza subiectele inacceptabile socialmente cu tact Tactul este o calitate esentiala a unui consilier competent Încearca sa nu pui întrebari astfel încât raspunsurile sa-l puna pe client într-o pozitie stânjenitoare Se pune uneori problema daca un consilier trebuie sa marturiseasca problemele sale mai vechi Exista pericolul ca atunci clientul sa se gândeasca la consilier ca la o persoana care are si ea nevoie de consiliere Sau uneori o marturisire a consilierului (ca uneori foloseste alcoolul sau tutunul ) poate fi o scuza a comportamentului clientului O regula pentru a decide daca sa povestesti sau nu experientele tale trecute, este raspunsul la întrebarea? ,,Daca povestesc aceasta o sa aiba efect constructiv?” Daca nu, nu-i povestim Când îi aratam clientului limitele sale, trebuie sa-i facem si un compliment (pentru a schimba impresia neplacuta ) Atentie la reactiile nonverbale Un consilier competent foloseste aceste observatii când vrea sa vada daca un client sensibil a fost afectat sau daca este nelinistit (schimbarea tonului, a expresiei, clipirea frecventa, etc ) Unii consilieri afirma chiar ca pot supraveghea dilatarea pupilei Fii linistit Minciuna poate întotdeauna sa fie descoperita Si daca asta se întâmpla, încrederea în consilier a clientului va fi serios afectata, iar uneori relatia se întrerupe Asculta cu atentie ce spune clientul Încearca sa-i receptionezi cuvintele din perspectiva lui, nu a ta, sa-i întelegi semnificatia Din pacate uneori suntem prinsi de propriile noastre gânduri si îngrijorari, în timp ce clientul vorbeste Kadushin – explicatia consta în aceea ca mintea noastra poate receptiona 300 – 500 de cuvinte/minut în timp ce în medie se vorbeste cu 125 cuvinte / minut De aceea pentru a asculta mai bine, trebuie sa folosim timpul încercând sa facem legaturi, sa gasim explicatii, sa ne punem întrebari, si nu pentru a ne gândi la altceva Etapa a V –a – Explorarea strategiilor de rezolvare Dupa (sau uneori în acelasi timp) ce o problema este analizata în profunzime, urmatorul pas este considerarea solutiilor alternative Rolul consilierului este, în general, sa indice alternativele posibile si apoi sa exploreze cu clientul avantajele, dezavantajele, consecintele Fiecare client este unic si asa sunt si problemele lui Ceea ce functioneaza pentru un client poate fi total nepotrivit pentru altul Clientul trebuie ajutat sa constientizeze ca exista mai multe cai de rezolvare Etapa a VI-a –Selectia strategiei Dupa ce consilierul si clientul au discutat efectele si consecintele strategiilor posibile, este esential ca clientul sa traga concluzia? ,,Cred ca aceasta cale ma va ajuta si doresc sa încerc ” Daca un client este indecis sau refuza sa faca o alegere cinstita a unei cai de actiune, schimbarea constructiva nu se va produce De exemplu, daca un client îti spune? ,,Stiu ca am probleme cu bautura dar nu doresc sa iau vreo masura ca sa ma opresc ” probabil ca procesul de consiliere nu va avea succes De obicei clientul are drept la autodeterminare, adica sa aleaga un curs al actiunii între mai multe alternative Rolul consilierului este sa ajute clientul sa fie în clar si sa înteleaga posibilele (probabilele) consecinte ale fiecarei alternative, dar în general nu da sfaturi si nu alege alternativa pentru client Daca asistentul social ar alege alternativa, ar fi posibile doua consecinte? a Alternativa s-ar putea dovedi nedorita de client în care caz si-ar învinovati consilierul pentru sfat si relatia lor va fi serios afectata b Alternativa se va dovedi dezirabila pentru client Aceasta a doua posibilitate este avantajoasa, dar exista pericolul ca apoi clientul sa devina prea dependent de consilier, cerând sfatul acestuia pentru aproape toate deciziile pe care le va mai lua în viitor, si în general va evita sa mai ia decizii singur Recomandarea de a nu da sfaturi nu înseamna ca profesionistul sa nu sugereze alternative la care clientul s-a gândit Dimpotriva, este de datoria consilierului sa sugereze si sa exploreze toate alternativele viabile pentru client O regula buna de urmat este ca atunci când un consilier crede ca un client va face o anumita actiune, sa-l întrebe ca o sugestie? ,,Te-ai gândit si la …?” decât sa-i dea un sfat?,,Eu cred ca tu trebuie sa…” Dreptul clientului de a decide trebuie încalcat numai daca alternativa aleasa are o probabilitate de a face rau altora sau clientului Dar de obicei clientul este mai bine plasat pentru a stii ce e mai bine pentru el si daca alternativa nu este cea mai buna clientul va învata din greseala sa Etapa a VII-a – Implementarea strategiei (aplicarea, punerea în practica) Consilierea va avea succes numai daca un client îsi urmareste hotarârea de a încerca o solutie si conchide? ,,Aceasta metoda începe sa ma ajute ”daca un client îsi alege calea dar îsi spune? ,,Eu nu cred ca metoda asta sa ma ajuta ”consilierea nu are efect Daca se întâmpla aceasta, cauzele trebuie investigate si probabile trebuie încercata alta solutie Recomandari în aplicarea unei strategii: Consilierul trebuie sa încerce sa realizeze ,,contacte” realiste, explicite cu clientul Când clientul îsi selecteaza o alternativa, el trebuie sa înteleaga clar care vor fi scopurile, ce sarcini trebuie îndeplinite, cum trebuie îndeplinite si cine le va îndeplini De obicei este de dorit sa se scrie un ,,contract” pentru a putea sa-l consulte permanent cu o limita de timp stabilita pentru fiecare sarcina b Consilierea este facuta cu clientul si nu pentru client Clientul trebuie sa aiba raspunderea realizarii celor mai multe sarcini pentru îmbunatatirea situatiei proprii O regula buna de urmat este aceea ca clientul trebuie sa-si asume raspunderea pentru acele sarcini pentru care are capacitatea sa le duca la îndeplinire în timp ce consilierul le va realiza pe acelea care depasesc puterile clientului Sa faci lucruri pentru client, este similar pentru a-i da sfaturi, ceea ce comporta riscul de a crea dependenta De asemenea îndeplinirea cu succes a sarcinilor de catre client duce la dezvoltare personala si îl pregateste pentru a-si asuma alte raspunderi c Pentru unele sarcini pentru care clientului îi lipseste încrederea sau experienta este bine sa se ,,asume roluri” mai întâi (jocul de roluri da siguranta) Etapa a VIII-a – Evaluarea Daca schimbarea constructiva este apta pentru a fi îndelungata sau permanenta, clientul trebuie sa traga concluzia? ,,Desi calea aceasta mi-a luat mult timp si efort, a meritat! ” Pe de alta parte, daca concluzia este? ,,Aceasta cale mi-a ajutat putin, nu merita sa ma sacrific! ” atunci consilierea nu este eficienta si trebuie schimbat cursul actiunii aplicate Una din marile surprize ale tinerilor consilieri este aceea ca multi clienti, dupa ce se hotarasc sa-si îmbunatateasca situatia nu-si respecta angajamentele, nu se tin de lucrurile planificate În general nu este bine sa pedepsesti clientii pentru nerespectarea ,,contractului” Pedeapsa de obicei produce ostilitate, si nu are rezultate constructive De asemenea nu acceptati scuze când deciziile nu sunt îndeplinite Scuzele nu duc la nimic bun, duc la o linistire temporara a constiintei, dar duc la esec întrebati? ,,Mai doresti sa pui în practica hotarârea pe care ai luat-o?” Daca clientul raspunde afirmativ este acceptat un nou termen propus de client Chiar daca se realizeaza sau nu scopurile propuse, o mare atentie trebuie acordata încheierii unei relatii Daca clientul mai are înca probleme nerezolvate pe care consilierul nu le poate rezolva, el trebuie îndrumat la un alt specialist El trebuie întrebat daca mai sunt probleme pentru care are nevoie de sprijin Daca nu exista astfel de probleme, consilierul trebuie sa informeze, ca ,,usa îi va ramâne deschisa”, daca are nevoie de ajutor în viitor O recomandare finala: un consilier trebuie sa transfere cazul sau macar sa discute cazul cu un alt consilier în oricare din situatiile urmatoare? daca consilierul simte ca nu este capabil de empatie fata de respectivul client daca un consilier crede ca clientul alege o alternativa gresita daca un consilier simte ca problema este de asa natura ca el nu este în stare sa ajute clientul daca o relatie functionala nu se poate stabili Un consilier competent stie ca el poate sa lucreze si sa ajute anumiti oameni, dar nu pe toti si ca este în interesul consilierului si al clientului sa transfere altuia acele cazuri unde el nu poate ajuta 7 1 3 MODELUL REZOLUTIV (PROBLEM SOLVING)* Dr Sorina Poledna Modelul rezolutiv poate fi înteles mai întâi ca un mod de gândire, o filosofie care explica atitudinea individului în fata existentei În al doilea rând, modelul rezolutiv poate fi înteles ca fiind un algoritm, o succesiune de faze, care-l apropie pe individ de rezolvarea problemei sale Modelul rezolutiv exista si are sens datorita faptului ca exista probleme Problema poate fi ceva cu care se confrunta oricine, în orice zi a existentei sale, o dorinta care n-a fost realizata, pe care individul o include în experienta sa de viata si care ramânând nesatisfacuta devine o problema pentru acel individ În mod real, problemele cu care se confrunta un om, si care sunt compatibile cu sensul si functiile asistentei sociale, sunt problemele sociale Acestea pot fi probleme legate de situatii de viata specifice (de ex pierderea locului de munca, a libertatii, ca urmare a unei sanctiuni penale, pierderea locuintei) sau, probleme care apar din cauza dezechilibrului dintre dorintele omului si capacitatea lui de gasi solutii pentru a realiza acele dorinte Astfel de probleme, legate de capacitatile persoanei, se pot datora lipsei de informare corecta si completa, sau lipsei anumitor deprinderi sociale, sau utilizarii lor inadecvate, astfel, deprinderile de relationare se pot defini drept probleme sociale la un moment dat Alta categorie de situatii care pot deveni probleme se refera la accesul pe care persoana/familia le au la resursele comunitatii de care apartin (vezi categoriile sociale marginalizate, defavorizate) Compton si Galaway (1989) cred ca este gresit sa se considere ca o persoana care are probleme e una slaba, sau ca da dovada de slabiciune, sau ca în mod sigur, a gresit undeva A avea probleme nu tine de nivelul de inteligenta si nici de sex, a avea probleme se explica fie prin cauze de natura interna, inclusiv acea filosofie de viata a fiecarui om pe care o foloseste când se raporteaza la existenta, fie rezultatul unor cauze externe (un anumit status social, un anumit rol care îi este atribuit individului), dar si de contextul socio-economic în care e asezata existenta unui individ Aceasta nu înseamna însa ca oamenii nu fac greseli, dar greseala nu înseamna ca ei însisi sunt o greseala, consilierii de reintegrare sociala si supraveghere nu trebuie sa faca astfel de judecati de valoare ce-i vizeaza pe clienti Munca de asistenta sociala, inclusiv cea care-i vizeaza pe infractorii sanctionati penali – vazuta ca o munca de rezolvare de probleme la nivelul persoanei individuale si a familiei – presupune o relatie de cooperare, de parteneriat între cel care realizeaza asistarea (consilierul de reintegrare sociala si supraveghere si/sau alt specialist, asistent social, psiholog) si sistemul client Aceasta relatie aduce cu sine responsabilitati atât din partea profesionistului cât si din partea sistemului client Relatia profesionala e una de parteneriat si se traduce prin foarte precise responsabilitati, pentru fiecare din cele doua parti, în legatura cu rezolvarea problemelor Astfel, principalele responsabilitati ale persoanei supravegheate, adica ale clientului sunt: În cazul în care solicita asistarea, îi revine responsabilitatea de-a oferi cu sinceritate informatii complete care îi dau posibilitatea celui care face asistarea (el sau ea) sa realizeze împreuna cu clientul, de ex definirea problemei acestuia: element esential în construirea evaluarii problemei si resurselor, si pe aceasta baza a interventiei În cazul derularii asistarii psiho-sociale, responsabilitatea persoanei aflate în supraveghere este sa urmeze solicitarile/sarcinile formulate de cel care realizeaza asistarea, în functie de fiecare faza a procesului de asistare, înteles ca demers de rezolvare de probleme Responsabilitatea profesionistului presupune un set de cunostinte generale si un set de cunostinte de specialitate care sa sprijine demersul rezolutiv, o anumita zestre de deprinderi pe care profesionistul le pune efectiv în practica Aceste deprinderi trebuie sa fie unele care sa sprijine procesul rezolutiv, ca de exemplu priceperea sa de a alege metoda, de a dezvolta strategia adecvata rezolvarii problemei clientului s a m d Prin urmare, relatia profesionala e un efort comun al celor doua parti implicate pentru rezolvarea problemei clientului Modelul "problem solving" însa, nu este un model care dezvolta o interventie de tipul tratamentului social, ci este mai degraba un model prin care se ofera sprijin, ajutor celui asistat pentru ca acesta sa-si amelioreze, sau dupa caz, sa-si formeze capacitatea de a face fata problemelor specifice vietii sale, acest model îsi propune sa îmbunatateasca capacitatile rezolutive ale unui individ (sau familii), legate de problemele lor specifice În cazul persoanelor aflate în supraveghere care solicita asistarea, aceasta abordare “problem solving” este cu atât mai adecvata cu cât, în cazul acestor indivizi este foarte important sa se realizeaza prin intermediul supravegherii si asistarii mai ales, confruntarea cu responsabilitatea pentru propriul comportament infractional si consecintele sale la nivelul propriei persoane, familii, dar si din perspectiva victimei Intentia confruntarii este de a-l face pe infractor capabil sa devina constient de aceasta realitate, sa o considere ca generatoare de probleme, sa doreasca, dar si sa ajunga în stare sa le rezolve într-o anumita maniera pro-sociala Modelul rezolutiv se leaga în domeniul asistentei sociale de unde a fost împrumutat si adaptat arsenalului metodologic din sfera probatiunii, respectiv a reintegrarii sociale si supravegherii infractorilor, de numele lui H Perlman, care în 1957 a scris cartea "Social case-work - a problem solving process" Cartea a avut foarte mare impact în practica asistentei sociale Fundamentul teoretic al acestei metode are ca repere teoria învatarii, cu accentul pus pe rol si învatarea rolului, teoria comunicarii, teoria sistemelor Perlman a vazut acest model într-o perspectiva duala: în acelasi timp, pe de o parte ca un proces, iar pe de alta parte, ca o metoda de a oferi ajutor Specialistii care au teoretizat si folosit ulterior acest model au subliniat ca înteles ca proces, modulul rezolutiv permite folosirea mai multor metode de ajutor Atât Perlman cât si cei care i-au urmat în abordarea modelului rezolutiv, considera ca parteneriatul client-asistent social nu începe înainte ca persoana clientului sa treaca de la statutul de persoana care solicita ajutor, la cel de client, adica nu înainte de a întelege ce presupune relatia de asistenta sociala O serie de autori considera ca activitatea de asistenta sociala din aceasta perspectiva nu numai ca se face în mai multe faze, dar ca fiecare din aceste faze are un obiectiv general al ei, pentru atingerea caruia sunt necesare anumite deprinderi specifice ale asistentului social, în cazul nostru consilierului de reintegrare sociala si supraveghere, si ca numai dupa ce obiectivul unei faze a fost atins se poate trece la faza urmatoare Acesti autori au cazut de acord ca succesiunea fazelor procesului rezolutiv este urmatoarea: recunoasterea problemei, definirea ei si angajarea asistentului social alaturi de client pentru rezolvarea problemei; stabilirea obiectivelor; adunarea datelor; inventarierea situatiei si planificarea actiunii; realizarea actiunii (a interventiei); evaluarea; încheierea Dintre responsabilitatile comune practicianului si clientului, în derularea acestor faze, modelul rezolutiv evidentiaza problema deciziei si a capacitatii de decizie Pentru a lua o decizie buna este nevoie de informatii cât mai complete si legate de toate aspectele în care a aparut problema În acest punct, responsabilitatea se divide; astfel, asistentul social trebuie sa-si foloseasca deprinderile pentru a-l ajuta pe client sa-si îmbunatateasca capacitatea de decizie În cazul în care clientul nu-si întelege corect situatia, urmeaza un proces de negociere client-asistent social în vederea luarii deciziei Informatia care sprijina decizia se refera de fiecare data, la mai mult decât un aspect Astfel, în primul rând informatia trebuie sa se refere la problema asupra careia clientul si asistentul social doresc sa se opreasca si sa lucreze Întotdeauna se pleaca de la situatia clientului si de la momentul în care se afla atunci clientul, în situatia sa problematica În al doilea rând, informatia trebuie sa se refere la rezultatele care se doresc a fi obtinute din perspectiva clientului si din perspectiva celor doi Legat de rezultate si de atingerea lor, informatia trebuie sa se refere la principala resursa, timpul, managementul timpului este de aceea, foarte important Acest management presupune: punctualitate, o maniera eficienta de organizare a timpului, aprecierea corecta a duratei unei activitati, acuratetea deciziei asupra a ceea ce vrei sa faci; astfel, timpul devine o resursa foarte importanta În cadrul serviciilor de reintegrare sociale si supraveghere acest aspect este cu atât mai relevant, cu cât durata sanctiunii penale neprivative de libertate este clar stabilita prin hotarârea instantei de judecata Deciziile se iau si în legatura cu conceptualizarea rezultatelor Aceste concepte trebuie sa dea un plus de claritate nu numai definirii problemei dar si formularii ei si deciziei asupra obiectivelor Aceasta prindere în concepte a rezultatelor, trebuie facuta chiar daca persoana asistata doreste schimbari imediate Conceptualizarea depinde de câta rabdare are clientul pentru a parcurge toti pasii spre rezolvarea problemei Unii clienti nu au rabdare, ei doresc schimbari imediate, iar altii nu constientizeaza urgenta obtinerii rezultatelor, pentru acestia din urma conceptualizarea nu pare sa aiba sens Conceptele în care sunt prinse problemele în continutul lor si mai ales rezultatele la care se tinde, nu trebuie sa fie concepte proprii asistentei sociale, dar trebuie sa fie adecvate realitatii la ea care trimite Decizia pe care o iau clientul si asistentul social împreuna, se refera si la procedurile ce trebuie aplicate pentru a duce la schimbarea situatiei clientului Modelul rezolutiv permite folosirea oricarei metode existente în repertoriul asistentului social/ consilierului de reintegrare sociala si supraveghere sau a psihologului, însa cu conditia ca acele metode sa-l faca pe client capabil sa-si rezolve problemele Anumite roluri pe care clientul trebuie sa le îndeplineasca vor fi urmarite cu precadere, desi ansamblul rolurilor învatate de catre client cu ajutorul asistentului social este mai cuprinzator; de exemplu clientul va fi învatat sa-si abordeze problemele din perspectiva nevoilor si nu a dorintelor; în acest caz asistentul social va folosi rolul de consilier Daca clientul are dificultati legate de întelegerea sau definirea problemei sale, asistentul social îl va învata sa dobândeasca acele abilitati de comunicare care sa-l faca capabil de analize eficiente, clientul fiind ajutat sa aiba o atitudine pozitiva în tot acest demers analitic Un alt rol al asistentului social este cel de manager de caz, care pune în evidenta faptul ca abordarea de tip "problem solving" solicita atât de la client, cât si de la asistentul social abilitati manageriale, în sensul ca asistentul social va trebui sa fie cel care administreaza relatia profesionala în sine, iar clientul trebuie, în urma relatiei profesionale, sa-si administreze singur probleme mai bine decât înainte (administrarea timpului, a resurselor s a m d ) Rolul pe care fiecare dintre cei doi parteneri ai demersului rezolutiv îl are de judecat se decide împreuna, deoarece accentul în cazul acestui model metodologic cade pe capacitatile si resursele clientului; profesionistul ia în considerare si se bazeaza pe capacitatea clientului de a lua decizii Daca se iau decizii în legatura cu procedurile, trebuie sa se decida împreuna si cu privire la actiunile specifice ce trebuie urmate pentru a aplica procedurile stabilite cu scopul de a schimba situatia clientului Prin urmare, clientul va trebuie sa îndeplineasca o actiune specifica, cum este cea de oferire de informatii cu privire la situatia sa, la problemele sale, la obiectivele pe care le urmareste Pentru asistentul social o actiune specifica este aceea de a informa, de exemplu despre cursul relatiei de asistare psiho-sociala Managementul decizional va avea în vedere maniera în care vor fi desfasurate actiunile, continutul relatiei de asistare psiho-sociala Maniera presupune: ritmicitatea întâlnirilor, sinceritatea de care stiu sa dea dovada cei doi, fermitatea pe care asistentul social o da relatiei sale cu clientul, stilul personal al asistentului social de a construi relatia profesionala Acest stil se câstiga prin experienta si nu se învata ca o reteta, este într-o anumita masura, în functie si de client, pentru ca fiecare client da o anumita culoare stilului personal al profesionistului Cheia acestui model metodologic este de a privi problema clientului care se cere rezolvata din perspectiva clientului, adica a persoanei aflate în supravegherea Serviciului de reintegrare sociala si supraveghere a infractorilor Valorile operationalizate de modelul "problem solving" Respectul individualitatii si al dreptului la autodeterminare al clientului, sunt valorile princeps; nici un alt model nu pune mai bine în practica aceste valori, de fapt se poate spune, ca acest model se axeaza pe aceste valori centrate ale asistentei sociale O alta valoare o reprezinta acceptarea fiecarui client asa cum este el sau ea; acceptanta si respectul sunt doua valori complementare, acceptanta face posibil parteneriatul, întelegerea cu mai multa usurinta a clientului, ceea ce permite realizarea unui plan de interventie mai rapid si mai precis Dimpotriva prejudecatile si saracia întelegerii, conduc la un teren al constructiei interventiei fals, la o asistare lipsita de autenticitate si prin urmare, lipsita de consistenta si eficienta Convingerea ca toate persoanele poseda o capacitate rezolutiva proprie ce trebuie valorizata si valorificata, exprima o alta valoare operationalizata atât în munca de asistenta sociala cât si în cea de reintegrare sociala si supraveghere a infractorilor Toti oamenii îsi pot rezolva problemele, dar au nevoie de anumite informatii, cunostinte si abilitati în acest sens Fazele procesului rezolutiv: Faza de contact Faza de contract Faza actiunii propriu-zise În fiecare faza se desfasoara actiuni specifice fazei, care solicita asistentului social anumite deprinderi profesionale În continuare, vor fi prezentate fiecare din cele trei faze si subsecventele care dau continut fiecareia dintre ele, din perspectiva activitatii practice de supraveghere si/sau asistare: Faza contactului are patru subsecvente: identificarea si definirea problemei clientului; identificarea obiectivului care va trebuie urmarit împreuna, de client si asistentul social; stabilirea si formularea contractului preliminar; explorarea si investigarea sistemului client Prima subetapa a fazei initiale, presupune ca problema clientului sa fie privita asa cum sistemul client o vede În acest moment este foarte important ca asistentul social sa puna întrebarile centrate pe aceasta tema a identificarii si definirii problemei clientului, si tot acum, este esentiala deprinderea ascultarii active, deoarece exista clienti care prefera sa povesteasca mai degraba decât sa raspunda la întrebari (interviul narativ poate fi eficient) În cazul acestora, ne sunt necesare un numar minim de întrebari si folosirea ascultarii active la maxim Pe de alta parte, problema trebuie identificata si definita, asa cum este ea vazuta de sistemele semnificative cu care sistemul client se afla în interactiune Pentru identificarea si definirea problemei e importanta si perspectiva practicianului Dupa ce au fost analizate cele trei puncte de vedere care dau o anumita imagine, contribuind la definirea problemei clientului, se realizeaza o sinteza a tuturor punctelor de vedere Dificultatile si specificul acestui moment Foarte multi dintre clienti pun semnul egalitatii între nevoile si dorintele lor; în aceste conditii, asistentul social trebuie sa ajunga prin intervievare si comunicare la o anumita întelegere a pozitiei clientului asupra problemei Principalul lucru care trebuie urmarit de asistentul social este clarificarea, întelegerea a ce anume l-a facut pe client sa solicite ajutor, asistare Instrumentele folosite sunt: capacitatea empatica, ce trebuie sa vizeze sentimentele care l-au facut pe client sa solicite ajutor; folosirea interviului centrat pe problema, încurajarea clientului sa ofere informatii legate de problema/nevoia lui prin ascultare activa, scurte comentarii ce-l ajuta sa gaseasca pasul urmator pentru a se apropia de relatarea problemei esentiale, care-l preocupa Aceste comentarii trebuie sa aiba si un "iz" empatic Vocea clientului trebuie sa se auda, relatarea trebuie sa fie facuta folosind cuvintele sale si nu un alt vocabular în care mesajul clientului sa fie prinsa ca într-un “pat al lui Procust” Asistentul social trebuie sa-l încurajeze pe client sa vorbeasca natural, sa se simta relaxat, sa vorbeasca asa cum este el obisnuit E important ca un om sa vorbeasca cu cuvintele lui pentru a fi natural, spontan; în acest fel asistentul social poate întelege contextul din care provine clientul, dar mai ales îl poate face pe acesta (el sau ea)sa se simta acceptat Al doilea lucru care trebuie facut, se refera la întelegerea a ceea ce doreste, spera clientul de la asistentul social, punându-i întrebari foarte clare legate de expectantele lui Dificultati care apar în aceasta etapa a identificarii si definirii problemei: Asistentul social poate fi centrat asupra propriei definiri a problemei clientului, ramânând prea putin atent la congruenta dintre ceea ce el crede ca e problema clientului, si ceea ce vede si cere clientul, legat de problema sa Asistentul social nu trebuie sa cada în cealalta extrema, crezând ca punctul lui de vedere nu e important pentru întelegerea problemei clientului, însa întâietate trebuie sa aiba punctul de vedere al clientului, care reprezinta perspectiva clientului la care se raporteaza asistentul social, în cazul nostru consilierul de reintegrare sociala si supraveghere O alta dificultate porneste de la faptul ca asistentii sociali deseori se grabesc sa urmareasca nu doar problema ci si cauzele ei; greseala este centrarea pe cauze si nu pe problema în sine Sau, se poate întâmpla ca ceea ce prezinta clientul ca fiind problema sa sa fie un întreg univers problematic (se întâmpla mai ales când omul nareaza), în aceasta situatie trebuie ca asistentul social sa-l invite pe client sa partializeze problema, sa o desfaca în unitati problematice mai mici, care pot deveni tinta interventiei sociale Cea de-a doua subetapa presupune sa vedem cum este dorita rezolvarea problemei de catre client si care sunt pe termen scurt, respectiv lung, obiectivele formulate de acesta (el/ea) Tot acum are loc si clarificarea motivelor, a ratiunilor pentru care clientul crede ca este nevoie de rezolvarea problemei sale prin atingerea acestui obiectiv anume Identificarea obiectivului presupune: explicitatea asteptarilor clientului în legatura cu serviciul de reintegrare sociala si supraveghere si munca profesionistilor din cadrul acestuia; identificarea obiectivului si formularea de catre profesionist a obiectivului de urmarit; precizarea de catre acesta a obiectivelor care, odata negociate, se constituie în telul muncii de asistare, incluzând si ceea ce clientul trebuie sa puna la dispozitie pentru atingerea finalitatii interventiei Astfel, obiectivul ca si problema, trebuie privite prin prisma persoanei asistate, apoi a celor semnificativi din punctul de vedere al asistatului si în al treilea rând, din perspectiva practicianului Un moment important înaintea contractului preliminar, este momentul în care toti cei care au avut o parere legata de obiectiv, ajung sa cunoasca punctele de vedere ale celorlalti Este bine sa se spuna fiecaruia în parte ca exista alternative; daca clientul doreste (dar numai în acest caz) se analizeaza aceste alternative Stabilirea obiectivului ramâne însa legata de felul în care a fost definita problema clientului O parte importanta a fiecarei faze o reprezinta clarificarea alaturi de client a obiectivelor fazei propriu-zise cât si a subsecventelor ce constituie faza respectiva Trebuie sa se faca acest lucru într-o maniera foarte explicita, pentru ca la capatul celor doua subsecvente clientul trebuie sa înteleaga clar, ca problema definita nu este aceeasi cu obiectivul stabilit, pentru ca obiectivul vizeaza tinta finala, care odata atinsa, conduce la rezolvarea problemei clientului Aceasta tinta este atinsa abia dupa ce sunt parcurse si realizate obiectivele fazelor ce formeaza în ansamblu, procesul rezolutiv Aceste obiective secventiale, trebuie de fiecare data foarte bine precizate, clarificate cu clientul, altfel nu va putea fi vorba de parteneriat între profesionist si client Contractul preliminar este o întelegere care se stabileste între practician si client, acord cu privire la problema asupra careia se va lucra, fiind în acelasi timp si un acord în legatura cu obiectivele ce se considera ca ar facilita rezolvarea problemei Acest contract are trei puncte principale: clarificarea continutului si a granitelor asistarii care se ofera clientului; aceste granite reprezinta limitele în care se umple de continut serviciul oferit, aceste granite sunt în acelasi timp si limitele competentelor asistentului social, deoarece indica pâna unde asistentul social poate merge în acord cu politica institutiei sau agentiei, sau de competentele si limitele proprii; trebuie sa dezvaluie natura viitoarei munci de parteneriat, trebuie subliniat care este repertoriul de roluri care revine fiecaruia dintre parteneri si de ce roluri sunt necesare, performarea lor la ce conduce si în ce fel acesti pasi parcursi, apropie clientul (el/ea) de rezolvarea problemei; formarea contractului astfel încât el sa permita si în continuare, explorarea si inventarierea situatiei clientului Prin continutul sau, contractul – specific abordarii “problem solving” – trebuie sa confirme drepturile, asteptarile clientului si în acelasi timp, sa garanteze posibilitatea asistentului social, în cazul nostru a consilierului de reintegrare sociala si supraveghere, de a realiza interventia într-o maniera riguroasa, profesionista Explorarea si investigarea sistemului client În primul rând, este vizata motivatia, ea cuprinde doua aspecte care sunt abordate în complementaritate: disconfortul pe care-l resimte clientul, legat de problema pe care o are si de efectele sale asupra lui si a celor care conteaza pentru el, respectiv sperantele pe care le are clientul si pe care le investeste în efortul rezolutiv în care se angajeaza Acestea exprima continutul si nivelul motivatiei pe care clientul o are ca sa-si rezolve problema În al doilea rând, se face explorarea si investigarea ocaziilor pe care clientul le-a avut si pe care le are pentru a-si rezolva problema Aceste ocazii au un caracter obiectiv, dar pot avea si conotatii subiective care nu trebuie neglijate Profesionistul trebuie sa urmareasca capacitatea clientului de a-si rezolva problema (resursele interne proprii clientului), trebuie sa se apeleze în acest sens si la surse documentare (dosare medicale) În cele din urma, putem contabiliza pe ce putem conta (investitia) din partea clientului Cealalta parte a investitiei tine de capacitatile consilierului de reintegrare sociala/asistentului social, de exemplu sa manifeste un stil adecvat situatiei si problemei clientului, sa stie sa aleaga metoda etc Faza de contract Evaluarea si inventarierea ca subsecvente al acestei faze exprima ceea ce pâna în acel moment s-a obtinut si fac referire la: felul în care se coreleaza problema identificata cu nevoile sistemului client; analiza situatiei generale cu scopul de a identifica factorii majori ce caracterizeaza respectiva situatie; luarea în considerare a factorilor semnificativi care explica continuitatea problemei clientului (ex dificultati de cooperare, lipsa de sprijin a familiei, lipsa resurselor, etc ); identificarea acelor factori care apar drept cei mai nevralgici în ansamblul situatiei problematice a clientului Motivul pentru care e importanta aceasta identificare, priveste selectarea acelor factori asupra carora se poate interveni La capatul acestui efort de inventariere si evaluare, are loc punerea în legatura a ideilor, cunostintelor, conceptelor, pentru a avea o imagine completa a situatiei clientului cu tot ce presupune ea Formularea planului de actiune trebuie înteles ca un ghid de interventie reciproc acceptat Acesta include: stabilirea unui tel fezabil; luarea în considerare a alternativelor, a costurilor posibile (inclusiv materiale, de timp, sentimente, eforturi intelectuale), si a rezultatelor posibile; determinarea unei modalitati corespunzatoare de livrare a serviciului social, livrarea trebuie sa tina cont de factori cum ar fi de ex : zestrea de resurse, comunitatea careia îi apartine clientul; centrarea pe eforturile de schimbare; rolul profesionistului, care depinde de problema clientului; fortele interne si externe pe sistemul client, vazut ca forte ce pot bloca planul de interventie; luarea în considerare a cunostintelor si deprinderilor profesionistului Formularea unei prognoze, încrederea asistentului social/consilierului de reintegrare sociala/psihologului ca profesionist, în succesul planului de actiune tocmai formulat III Faza de actiune Ea înseamna aplicarea în realitate a planului, specificarea punctelor de interventie, inventarul sarcinilor, resurselor si serviciilor, formularea metodelor prin care aceste resurse si servicii vor fi livrate, cine le va utiliza si când IV Încheierea Aceasta reprezinta un moment foarte important al relatiei profesionale pentru ca pe parcursul ei are loc evaluarea alaturi de client, a tuturor sarcinilor pe care consilierul de reintegrare sociala si supraveghere sau asistentul social împreuna cu clientul le-au avut de îndeplinit Tot aici, se include si ajutorul pe care practicianul îl da, pentru încheierea relatiei si dezangajarea clientului În acest moment este importanta mentinerea câstigurilor, persoana aflata în supraveghere stie ce a primit prin asistare, stie ce nu s-a realizat, si stie ce a acumulat Aceste câstiguri trebuie foarte clar punctate pentru a întelege clientul cu ce merge în continuare mai departe fara sa se bazeze pe relatia profesionala de asistare; cu alte cuvinte are loc operationalizarea propriu-zisa a valorii auto-determinarii V Evaluarea finala Evaluarea este un proces continuu, al fiecarui moment parcurs, dar este si o evaluare concluziva pentru a vedea ce s-a facut din ceea ce s-a propus Evaluarea metodelor folosite (care au dat rezultate, care au fost metodele care au dus la esec), e foarte importanta mai ales pentru profesionistul însusi, cu atât mai mult cu cât el este la începutul carierei în profesia de consilier de reintegrare sociala si supraveghere Utilizarea acestei abordari teoretico-metodologice în munca sa de catre consilierul de reintegrare sociala si supraveghere, poate sa contribuie, la nivelul celui aflat în supraveghere/asistat, la dezvoltarea unor resurse, adica a unor îndemânari cognitive, rezolutive care sa se constituie în factori protectivi cu rol esential atât în reducerea riscului de recidiva cât si în reintegrarea sociala a celui care a încalcat legea 7 2 LUCRUL CU GRUPUL Ioan Durnescu By the crowd have they been broken; By the crowd shall they be healed ( L C Marsh ) I INTRODUCERE Capitolul de fata îsi propune sa faca o scurta trecere în revista a principalelor aspecte pe care lucrul în grup, ca metoda de reabilitare a infractorilor, le presupune Pe parcursul lucrarii vor fi utilizati termeni ca : infractor, consilier de reintegrare sociala si supraveghere, client etc , ceea ce nu înseamna ca realizatorul acestor pagini împartaseste o perspectiva sexista Aceasta exprimare este aleasa pentru usurinta redactarii si cursivitatea textului, autorul fiind constient ca infractori pot fi atat femei cat si barbati dupa cum, profesia de consilier de reintegrare sociala si supraveghere nu tine de genul celui care o practica Termenul de client va fi utilizat ca sinonim cu cel de infractor, data fiind natura si obiectul profesiei de consilier de reintegrare sociala si supraveghere De retinut, de asemenea, este si faptul ca lucrarea se adreseaza unor profesionisti care au deja un set de abilitati si cunostinte despre lucrul cu persoanele aflate în conflict cu legea Principiile pe care acest capitol se fundamenteaza pot fi prezentate pe scurt dupa cum urmeaza: pentru ca o persoana sa-si doreasca o schimbare comportamentala, ea trebuie înainte de toate sa stie ce anume vrea sa schimbe, sa imagineze alternative la acele comportamente si sa fie sustinuta sa accepte riscul acestei schimbari schimbarile comportamentale sunt cel mai adesea profunde atunci cand infractorul identifica singur pierderile pe care comportamentul delincvent i le produce lucrul în grup poate fi o metoda eficienta în lucrul cu anumiti infractorii, comportamentul infractional poate fi mai usor schimbat sau diminuat ca pondere daca este analizat în context si este divizat în unitati de comportament (Tim Kemp & Alan Taylor, 1997 ) la baza schimbarii comportamentale stau: asumarea responsabilitatii fata de actele comise, motivatia pentru schimbare, sustinerea schimbarii si prevenirea recidivei ca fundament teoretic al acestei abordari se afla teoriile cognitiv – comportamen-taliste II CONTEXT GENERAL Politica tratamentului individualizat în penologie s-a dezvoltat ca reactie la practica secolului 18 de a impune pedepse unitare infractorilor Astfel, în limbajul penologic si-au facut loc concepte ca : diagnostic, tratament, nevoie, prescriptie etc Era un sistem paralel cu cel medical dar care se aplica în lucrul cu infractorii D R Cressey a fost printre primii care au adus în discutie un nou principiu potrivit caruia infractiunea are si o dimensiune sociala, deci infractorul poate fi “ reformat “ numai în context social Observatia ca infractiunea apare la interactiunea individului cu socialul a condus la dezvoltarea unor metode de abordare a fenomenului infractional noi Una din aceste metode este si metoda lucrului în grup Originea acestei metode trebuie cautata în anii ’50 în cadrul miscarii “human potential movement” din psihologie Initial, grupurile terapeutice aveau ca membri doar alcoolici si nevrotici însa, ulterior, aria problemelor carora li se putea adresa aceasta metoda a fost semnificativ largita Atunci cand consilerul de reintegrare sociala si supraveghere îsi propune sa formeze un grup trebuie sa stie care sunt avantajele si dezavantajele unei astfel de metode Astfel, el va avea suficiente informatii pentru a lua aceasta decizie, va pregati si va planifica activitatea în functie si de factorii care pot, în anumite contexte sa submineze scopurile si obiectivele unui anume grup Avantajele lucrului în grup pot fi prezentate sumar, dupa cum urmeaza: grupul ofera suport mutual persoanelor cu nevoi si experiente asemanatoare – sentimentul ca nu este singur în acea situatie, ofera posibilitatea fiecarui participant sa – si exprime punctul de vedere si sa-si exerseze abilitatile de comunicare participantii învata sa ofere feedback pozitv fiecare membru al grupului învata despre sine si despre ceilalti se creaza cadrul schimbarii atitudinale prin intermediul schimbului de idei si opinii S-a constatat ca, de obicei, schimbarea atitudinilor se produce în sensul valorilor si atitudinilor majoritare si a celor care sunt încurajate de lider (consilierului de reintegrare sociala si supraveghere ) grupul are o dinamica care poate încuraja sau facilita schimbarea comportamentala, prin observarea, asimilarea si exersarea unor noi comportamente grupul contribuie la cresterea stimei de sine a particiantilor în grup, fiecare membru este un potential terapeut, potrivit celor mai multor opinii, grupul este cea mai eficienta metoda de a lucra pentru rezolvarea de probleme, grupul poate oferi un sentiment de aparteneta si poate construi o retea sociala de suport, lucrul în grup poate sa consolideze abilitatile participantilor de a lucra în echipa în termeni de costuri si timp, grupul este, în general, o metoda eficienta, cuprinzând în acelasi timp mai multi clienti Dezavantajele pot fi : grupul poate produce o conformare contraproductiva la autoritate sau comportament anti-social, atitudinile de discriminare pot fi consolidate, unii membri se pot simti exclusi sau ignorati, membrii grupului primesc mai putina atentie în exclusivitate, confidentialitatea nu poate fi garantata în totalitate Dezavantajele prezentate mai sus pot sa apara în cazul în care grupul nu este bine condus sau au fost comise greseli în procesul de selectie a membrilor III TIPURI DINAMICA PROCESUL Tipuri de grupuri Grupurile pot fi clasificate în functie de scopurile lor în : grupuri de remediu – sau de promovare a schimbarii, grupuri de întâlnire – cu scopul de a oferi membrilor un cadru optim pentru a-si exprima sentimentele si gândurile Un astfel de grup este cel întâlnit în centrele de zi pentru persoanele de vârsta a treia grupuri cu scop social – cele care se constituie pentru rezolvarea unei probleme comune Un exemplu de astfel de grup este asociatia de proprietari a unui bloc Acest material se va referi în principal la grupul de remediu, cel care promoveaza schimbarea comportamentala Dinamica grupului Dimanica grupului este data de : scopul grupului, interactiunea dintre membri, modul de conducere a grupului caracteristicile si numarul participantilor – personalitati, abilitati, motivatii, pozitii în grup etc stilul de învatare al participantilor, caracteristicile grupului - coeziune, valori, marime, structura calitatea relatiilor dintre membri structura psihologica a grupului – relatii de putere, roluri, norme, libertatea alegerii etc Kolb ( 1997 ) considera ca stilurile de învatare pot fi clasificate în patru categorii: Activistul – este o persoana caruia îi place sa fie activ Este motivat în special de experientele imediate si se poate plictisi în activitati care solicita planificare si etape multiple Aceste persoane pot fi descrise ca spontane si orientate “ aici si acum “ Reflexivul – prefera sa planifice activitatile înainte de a trece la actiune De obicei, culeg informatii si le analizeaza înainte de a trage concluziile Teoreticianul – este o persoana care nu va actiona decat dupa ce a înteles pe deplin situatia Poate fi descris ca “ analitic”, “ logic “ etc Pragmaticul – este motivat de rezultat Îi place sa actioneze si poate chiar sa faca compromisuri în slujba scopului Este descris ca “realist “ Aceasta tipologie prezinta ideal-tipuri, ele neexistand izolat Nu exista o persoana care sa fie doar reflexiva sau doar pragmatica Exista totusi o dominanta, o strategie preferata de a învata sau de a rezolva problemele Importanta cunoasterii acestor stiluri consta în sprijinul pe care aceste informatii le pot oferi în construirea unor situatii sau jocuri în cadrul grupului Interactiunea dintre membri este determinata, de asemenea, de caracteristicile psihologice ale membrilor grupului, de atmosfera stabilita în grup, de regulile negociate si de sanctiunile administrate membrilor grupului Pentru a asigura o interactiune optima în grup este necesar ca la selectia membrilor grupului sa se tina seama de câteva criterii de selectie În 1954, L Wolberg constata ca unele categorii de clienti nu trebuie incluse în grup pentru ca atitudinile lor nu sunt de natura sa promoveze lucrul în comun Astfel de categorii de clienti pot fi: cei cu personalitati psihopatice, cei cu depresii acute, cei cu halucinatii, cei cu comportamente necontrolate, cei cu tendinte paranoide si cei cu inteligenta scazuta Bach ( citat de Priestley si altii, 1983 ) sugera ca cei cu un slab contact cu realitatea si cei din subculturile puternic deviante nu trebuie inclusi în terapii de grup Hobbs ( citat de Priestley si altii, 1983 ) excludea din grupuri clientii cu personalitati ostile sau agresive si pe cei psihotici pe motiv ca acestia nu vor contribui la construirea unei atmosfere de acceptare si siguranta necesara grupului Problema omogenitatii sau a heterogenitatii grupului a fost o alta provocare pentru practicieni Atat prima optiune, aceea de a forma grupuri omogene din punct de vedere al caracteristicilor individuale (varsta, sex, clasa sociala etc ), cît si promovarea principiului heterogenitatii grupurilor ca premisa a dinamismului în grup, aduc cu sine o serie de avantaje si dezavantaje Acest fapt a condus la un nou concept, cel al “compatibilitatii de grup “ Acest nou concept încorporeaza doua elemente principale: cooperare si interactiune În selectarea membrilor unui grup, consilierul de probatiune va trebui sa anticipeze modul în care acestia vor interactiona unii cu ceilalti Pentru aceasta cel mai util este ca înainte de a începe de fapt selectarea participantilor, consilierul de probatiune sa imagineze un profil ideal al participantului În cadrul grupului de remediu scopul principal este schimbarea În acest context, în selectarea membrilor grupului trebuie sa se aplice un alt criteriu – cel determinat de stadiul schimbarii în care se afla fiecare membru Prochaska si Di Clemente (citat de McGuire si Priestley, 1985 ) au dezvoltat un model al schimbarii în patru stadii: Precontemplare – în care clientul nu considera ca a comite infractiuni este o problema si ca nu este nevoie de schimbare Contemplare – începe sa înteleaga ca are o problema si constientizeaza nevoia de schimbare Determinarea – este stadiul în care clientul dispune de motivatia necesara adoptarii deciziei de schimbare Actiune – în care clientul încearca sa schimbe comportamentul indezirabil Mentinerea – în care clientul conserva schimbarea produsa Este o etapa în care riscul de reiterare a comportamentului nedorit este mare În ceea ce priveste comportamentul infractional pentru mentinerea schimbarii este necesara si modificarea stilului de viata ( crime – free lifestyle ) Reiterarea – faza în care clientul recidiveaza In acest caz, ciclul schimbarii trebuie reluat pâna când recidiva nu se va produce Pornind de la aceasta descriere succinta a ciclului schimbarii, consilierul de reintegrare sociala si supraveghere va trebui sa tina seama de stadiul în care se afla clientul si abia apoi, dupa ce toti clientii au fost pregatiti în sesiuni individuale, astfel încât toti sa fie în acelasi stadiu, sa decida structura grupului Un singur client aflat în faza de precontamplare poate vicia atmosfera din grup Tipul de leadership sau de conducere a grupului poate fi descris ca în parabola prajirii unui peste: prea putina atentie din partea coordonatorului grupului si pestele se va lipi de tigaie, prea multa atentie si pestele va fi strivit În functie de implicarea coordonatorului în viata grupului si de tipul de interactiuni pe care acesta le stabileste cu membrii grupului, acesta poate fi directiv sau non-directiv Coordonatorul directiv controleaza si îsi asuma înteaga responsabiitate pentru atingerea obiectivelor grupului Principalele “ instrumente " ale coordonatorului directiv sunt: sfaturile, sugestiile si instructiunile Coordonatorul non-directiv este mai preocupat de modul în care procesul de învatare se deruleaza si nu de gasirea “raspunsurilor corecte “ Accentul cade mai mult pe experienta pe care o are fiecare participant, iar rolul coordonatorului seamana cu un arbitru, asigurandu-se ca regulile grupului sunt respectate, ca activitatile grupului sunt orientate spre atingerea rezultatelor etc Procesele din grup Fiecare grup este unic din punct de vedere al proceselor care se deruleaza Douglas (1995) a identificat un numar de noua procese : interactiune, comunicare, consecinte, roluri, adoptarea deciziilor, coeziune, formularea scopurilor, resurse si schimbare Combinarea acestor elemente conduce la constituirea unor stadii în viata unui grup Tuckman si Jenson ( citat de Brown si altii, 1993 ) au identificat cinci stadii de dezvoltare ale unui grup: Formarea – este primul stadiu în care membrii grupului sunt preocupati în principal de ideea de a fi acceptati si de a-i cunoaste pe ceilalti Este caracterizata de politete si de comportamente inhibate In aceasta faza rolul liderului este deosebit de important, el fiind cel aflat în centrul atentiei Furtuna – odata cu cresterea maturitatii grupului apar primele preocupari cu privire la relatiile de putere Aceasta faza este caracterizata prin competitie, ostilitate si confruntare Faza normativa – în care se stabileste un consens cu privire la roluri norme si proceduri In aceasta etapa creste coeziunea grupului Faza centrata pe activitati – în care preocuparile legate de structura grupului se diminuiaza iar membrii grupului se concentreaza asupra actvitatilor Faza finala – în care membrii grupului se pregatesc sa se desparta unii de ceilalti Scopul grupului a fost atins sau a fost abandonat Rolul consilierului de reintegrare sociala si supraveghere este de a pregati aceasta despartire si de a facilita racapitularea celor realizate de grup Aceste stadii sunt prezentate liniar din considerente didactice însa este important de mentionat ca un grup poate sa progreseze dar sa si involueze De asemenea, nu toate grupurile trebuie sa treaca prin toate aceste stadii Hartford (citat de Jones si altii, 1995), referindu-se si la rolul celui care va conduce grupul, a propus urmatoarea evolutie a grupului: Faza de planificare, Faza de mijloc, Faza finala In faza de planificare, consilierul de reintegrare sociala si supraveghere va contacta fiecare membru al viitorului grup si îi va pregati pentru experienta de grup In aceasta faza vor fi schitate scopul si obiectivele grupului si vor fi identificate spatiile si toate cele necesare pentru functionarea optima a grupului (vezi Anexa 2 – lista de verificare) In faza de mijloc, are loc integrarea membrilor în grup pâna la momentul în care grupul se simte ca … grup Este faza în care membrii grupului sunt centrati pe sarcini si activitati Rolul consilierului de reintegrare sociala si supraveghere este de a facilita activitatile grupului pentru a atinge scopurile propuse Ultima faza este marcata de iminenta separare a participantilor Consilierul de reintegrare sociala si supraveghere trebuie sa pregateasca aceasta faza astfel încât participantii sa nu simta ca un soc acesta “ pierdere “ Mecanismele grupului Lucrul în grup este o metoda eficienta în atingerea a unor obiective de terapie comportamentala în masura în care în interiorul grupului functioneaza optim o serie de mecanisme: Acceptare Acest mecanism poate fi descris ca sentiment al apartenentei la grup în care fiecare participant se simte egalul celorlalti si ca înseamna ceva pentru ceilalti Ca sinonimi pot fi utilizati termenii: identificare cu ceilalti, mediu prietenos, unitatea grupului etc Ventilare Ventilarea este descrisa ca eliberare emotionala a participantilor de tensiuni nervoase constiente sau inconstiente Aceste defulari sunt posibile prin intermediul verbalizarilor si a comunicarii eficiente Acest aspect al lucrului în grup este în primul rând pregatitor al unei activitati si nu un instrument terapeutic în sine Testarea realitatii În cadrul grupului se pot recapitula experiente de interactiune în familie sau situatii conflictuale rezolvate gresit Toate aceste reevaluari pot functiona ca un feedback al realitatii Hill spunea ca problema multor sub-culturi este ca “ ele nu au contact cu elemente ale culturii dominante “ si, deci, au aceasta nevoie de a testa realitatea si din alte puncte de vedere Transferul Este un fenomen care se produce ca un atasament puternic dintre terapeut si client Efectul terapeutic al transferului deriva din faptul ca el promoveaza relatii de încredere între cei implicati Intelectualizarea Este un mecanism prin care membrii grupului constientizeaza o serie de conflicte sau rezistente prin reevaluarea “ simptomelor “ sau interpretare Unii terapeuti numesc acest mecanism “ insight “ Interactiunea Este un alt mecanism prin care participantii reactioneaza unii la ceilalti sau la liderul grupului Prin intermediul acestui mecanism se realizeza contagiunea membrilor grupului în sens constructiv Universalizarea Este procesul prin care participantii constientizeaza ca nu sunt singuri într-o anumita situatie ( sentimentul de “ a fi în aceeasi barca “) Altruism Este un alt mecanism care exprima posibilitatea ca fiecare participant sa fie terapeut si sa-i ajute pe ceilalti fie si numai cu un sfat Acest proces al oferirii de ajutor are o functie terapetica deoarece conduce la consolidarea încrederii de sine a membrilor grupului Terapia spectacolului – asa cum o numea Moreno, reprezinta o modalitate de participare pasiva a clientului la experienta celorlalti Prin observarea celorlalti si interpretarea sau evaluarea unor actiuni fara a se teme de consecinte, clientul poate sa-si explice multe din dificultatile din trecut Stilul liderului Prin stilul liderului se întelege modalitatea prin care liderul abordeaza relatia cu participantii la grup Dupa cum anticipam mai sus, acesta poate varia de-a lungul unui continuum de la autoritar la stilul lasair-fair si nu este întotdeauna acelasi: in momente diferite liderul poate adopta stiluri diferite IV METODE DE LUCRU CU GRUPUL În lucrul cu grupul este esential sa se utilizeze o larga varietate de metode Dincolo de faptul ca va fi îndepartata plictiseala, o diversitate de metode si tehnici va evidentia diferitele abilitati ale participantilor, garantând astfel motivarea acestora Înainte de aplicarea acestora trebuie pusa urmatoarea întrebare: "metodele propuse sunt compatibile cu obiectivele stabilite sau cu particularitatile grupului?" Nu conteaza cât de populara este metoda, daca este utilizata în exces devine plictisitoare Câteva din cele mai importante tehnici de grup sunt: brainstormingul chestionarul jocul de rol discutiile de grup jocurile prezentarea unor filme vizite si vizitatori Brainstormingul este o tehnica folosita în principal pentru a aduna informatii de la participanti si pentru a concentra atentia grupului asupra unei probleme anume Ea consta în scrierea sau enuntarea unei afirmatii dupa care membrii grupului sunt rugati sa rosteasca tot ce le " trece prin cap" în legatura cu tema propusa fara a cenzura în nici un fel, indiferent de calitatea raspunsurilor Cineva trebuie sa noteze sau sa înregistreze raspunsurile grupului Brainstormingul este o tehnica ideala de introducere a unei teme Relativul anonimat este stimulativ pentru membrii timizi si care, în acest context, se pot exprima fara a avea sentimentul ca sunt amenintati Tehnica este un stimul si nu reprezinta un scop în sine Ideile astfel generate trebuie folosite în jocurile de rol, discutii etc Jocul de rol este o tehnica adecvata programelor de restructurare comportamentala Ea consta în exersarea unor comportamente în cadrul grupului Uneori pot avea scenarii ample, alteori pot fi improvizatii, urmarin-du-se o " diagnosticare " a comportamentului unui subiect Este recomandat ca aceste jocuri de rol sa fie filmate si apoi discutate în grup V POSIBILE PROBLEME SI DIFICULTATI Câteodata se poate întâmpla ca în cadrul grupului sa apara probleme Ele pot fi fie legate fie de participarea prea activa a unor membri – monopolizarea discutiei, impunerea unor puncte de vedere etc – fie de retragerea unor membri din “ viata “ grupului, deci o participare redusa a unor membri La aceste situatii nu exista raspunsuri “corecte” si raspunsuri “incorecte“ dar pot fi totusi gasite câteva sugestii cu caracter general care sa-l sprijine pe coordonatorul de grup În cazul unor conflicte: nu te panica De cele mai multe ori acestea se rezolva de la sine lasa grupul sa rezolve aceste situatii Presiunea grupului asupra partilor “beligerante“ poate sa linisteasca atmosfera discuta în particular cu fiecare parte implicata daca nu se poate remedia situatia amiabil poti cere unuia dintre “ beligeranti “ sa paraseasca grupul pentru o vreme sau pentru totdeauna (Priesley & McGuire, 1989) Aproape întotdeauna dispozitia grupului este mai buna la întalnirea urmatoare Daca totusi problema persista, înseamna ca ceva chiar nu este în regula si atunci trebuie ca aceasta sa fie discutata cu grupul Poate ca a aparut plictiseala si atunci trebuie sa “pui mai multa sare si piper “ Poate unele jocuri sau exercitii pot înviora atmosfera !! VI COMPORTAMENT DELINCVENT – UN MODEL DE PROGRAM DE GRUP În cele ce urmeaza voi prezenta un model de program de grup care se adreseaza comportamentului infractional Aceste programe se refera în special la infractorii care au comis infractiuni patrimoniale: furt, talharie etc Talia ideala a grupului este de 8-10 membri care au comis astfel de infractiuni si care doresc sa participe într-un astfel de program Pentru a fi sigur ca participantii sunt suficient de motivati si pregatiti pentru experienta de grup, coordonatorul de grup trebuie sa aiba o serie de întâlniri individuale cu toti viitorii membri în care sa le descrie în ce consta programul si sa încerce sa le diminueze emotiile pe care acestia le pot avea legat de întalnirea cu altii Programul cuprinde 6 sectiuni a cate 6 ore fiecare si este destinat minorilor si tinerilor care au comis infractiuni patrimoniale Prezumtia de baza este ca participantii stiu sa scrie si sa citeasca însa toate exercitiile pot fi adaptate si situatiei în care acestia nu au aceste abilitati SECTIUNEA I – SA NE CUNOASTEM Scopul acestei întalniri este de a construi o atmosfera relaxata în care participantii se vor încuraja reciproc în procesul de învatare Esential este ca aceasta zi sa fie cat mai vesela 9 30 Prezentarea coordonatorului – spune cum vrei sa fii numit descrie-ti rolul spune ceva despre tine 9 40 Prezentarea participantilor – este cel mai bine daca are loc într-o atmosfera relaxata si usor ludica În acest scop poate fi consultata Anexa I – Jocuri de prezentare 10 40 Prezentarea programului – se realizeaza de catre coordonator si cuprinde: scopul, obiectivele, cum vom lucra împreuna, o prezentare a programului pe zile etc Aceasta prezentare trebuie sa fie cat mai scurta si cat mai apropiata de nivelul de întelegere a participantilor 11 00 Pauza 11 30 Reguli si acorduri – au în vedere nevoia de a formula o serie de reguli explicite precum si acorduri negociate între parteneri Toate acestea vin sa construiasca o atmosfera de siguranta pentru participanti Regulile sunt fixe: durata fiecarei sesiuni, nu se fumeaza în sala de întalnire, nu sunt acceptate manifestarile agresive etc Acordurile sunt negociabile de catre participanti: cand se fac pauzele, cat asteptam pe cei care întarzie etc Dupa discutarea regulilor si acordurilor, participantii vor stabili sanctiunile corespunzatoare încalcarii acestora Daca grupul nu este pregatit sau nu considera ca regulile sunt importante puteti sa-i rugati pe participanti sa joace “ Regulile din insula pustie “ ( vezi Anexa I ) 13 00 Pauza de prînz 13 30 Exercitii de încredere Scopul acestor exercitii este de a construi un grup, de a ajuta grupul sa se simta ca grup Exercitiile prezentate la Anexa I – Jocuri de încredere – sunt menite sa încurajeze participantii sa lucreze împreuna si sa aiba încredere unii în ceilalti 15 00 Încheierea zilei – recapitulare SESIUNEA II – SA CUNOASTEM LEGEA Aceasta sesiune raspunde la întrebari ca: de ce este necesara legea, ce înseamna penal, ce înseamna tâlharie, furt, furt calificat, viol etc Aceasta sesiune o pregateste pe urmatoarea care are ca scop analiza faptelor comise de participanti 9 30 – Jocuri de încalzire si relaxare ( vezi Anexa 1 ) si recapitularea zilei precedente 10 00– Sa întelegem legea – participantii sunt rugati sa participe la o discutie colectiva despre elementele specifice fiecarei infractiuni iar coordonatorul sau un voluntar noteaza aceste contributii pe o lista sau un fleep-chard Infractiunile care vor fi discutate sunt: furt, furt calificat, însusirea unui bun gasit, tâlharie, viol etc De asemenea, vor fi discutate circumstantele atenuante si cele agravante Pentru acest scop poate fi utilizat Codul penal sau un vizitator: un judecator sau un avocat Înainte de a invita un vizitator trebuie sa obtii acordul grupului !!! Încercati sa exemplificati tipuri de violenta sau de intimidare Faceti ca acest exercitiu sa fie cat mai amuzant 12 00 – Pauza de prânz 13 00 – Oferiti o serie de exemple de situatii ilegale pentru a verifica daca participantii au sesizat nuantele, diferentele etc Spre exemplu: Într-o seara George a gasit în drum spre casa un ceas Ceasul nu mergea prea bine asa ca George a decis sa-l vânda uni prieten pentru 50 000 lei Comportamentul lui George este legal sau ilegal ? Ce infractiune a comis ? Care sunt circumstantele agravante si atenuante ? Prietenul lui George, Alex, a constatat în câteva zile ca ceasul nu merge prea bine si îi cere lui George banii înapoi Acesta refuza si Alex îl loveste Cum este comportamentul lui Alex ? Ce infractiune a comis ? Care sunt circumstantele atenuante si agravante ? etc 15 00 Sfarsitul sesiunii si recapitulare SESIUNEA III – ANALIZA INFRACTIUNII 1 Scopul sesiunii este de a ajuta participantii sa-si înteleaga mai bine comportamentul si, eventual, sa identifice anumite constante de comportament 9 30 – începerea zile si jocuri de încalzire ( vezi Anexa 1 ) 10 00 – Fiecare participant este rugat sa descrie ultima infractiune pe care a comis-o Participantii pot urma exemplele de mai sus Toate aceste prezentari vor fi notate pe hârtie ( daca toti participantii stiu sa scrie Daca nu, se va renunta la notarea pe hartie si participantii vor face prezentari orale ) 11 00 – Jurnalul Exercitiul consta în plasarea infractiunii în coordonatele timpului Fiecare participant este rugat sa prezinte în detalii temporale ziua în care a comis infractiunea Trebuie sa înceapa cu “ m-am trezit dimineata în jur de ora 8 30 ,mi-am luat micul dejun si am plecat de acasa pe la 9 30 etc Daca particpantul a mai comis si alte infractiune anterior este rugat sa faca aceiasi descriere pentru fiecare infractiune în parte Existaun moment anume al zilei cand participantul este mai predispus sa comita infrcatiuni ? Un anotimp anume ? etc 12 00 – Harta infractiunii Exercitiul are scopul de a aduce un plus de informatii geografice cu privire la comiterea de infractiuni Fiecare participant este rugat sa descrie drumul pe care la parcurs în ziua respectiva, de acasa pâna la locul comiterii infractiunii Cat de aproape de casa s-a comis infractiunea ? Dar de scoala sau bar ? Cand i-a venit ideea ? Ce l-a încurajat si ce l-ar fi descurajat sa comita acea infractiune ? etc Aceste discutii sunt menite sa ofere informatii utile legate de locul unde infractiunea a fost planificata, de factorii care au condus la precipitarea comiterii infractiunii ca: consumul de alcool într-un bar, frustrarea resimtita la scoala etc 13 30 – Pauza de prânz 14 00 – Regula lui 5 W – 1 H Regula presupune ca fiecare participant sa raspunda în descrierea infractiunii la întrebarile: cine, ce, cu cine, de ce, cum si când 15 00 – Filmarea Rugati fiecare participant sa-si descrie ultima infractiune utilizând toate informatiile temporale, geografice si de modalitate relevate în exercitiile anterioare Fiecare participant trebuie sa-si imagineze ca filmeaza scena comiterii infractiunii 16 00 - Exercitii de relaxare si recapitulare a sesiunii SESIUNEA IV – ANALIZA INFRACTIUNII 2 Dupa culegerea informatiilor legate de comiterea infractiunii, urmeaza o analiza mai profunda a aspectelor corelate cu comiterea de infractiuni si pregatirea analizei motivatiei pentru schimbare 9 30 – exercitii de încredere si dinamizare Discutarea unor eventuale neîntelegeri din ziua precedenta 10 00 – Rolurile barbatului Rugati participantii sa formeze doua subgrupuri Fiecare subgrup va trebui sa realizeze în 20 de minute un portret al barbatului din punct de vedere al rolurilor pe care le are în societate în raport cu femeia Poate barbatul sa gateasca sau sa spele rufe ? Barbatul trebuie sa accepte un risc mai mare decat femeia ? Dupa 20 de minute, aceste portrete sunt prezentate în grup si discutate Care sunt aspectele care pot fi corelate cu comiterea de infractiuni ? Dicutii 11 30 – Baiat Tânar Barbat Afisati trei foi mari de fleep –chard cu titlurile: baiat, tânar si barbat Participantii trebuie sa completeze aceste liste cu responsabilitatile, rolurile si asteptarile specifice fiecarei etape Care sunt diferentele ? Care sunt asemanarile ? De ce apar aceste diferente ? Daca sunt asa multe asteptari legate de barbati, sunt acestea realiste si realizabile ? Care sunt corelatiile între asteptari si imagine de sine ? 13 00 – Pauza de prânz 13 30 – Ce ai pierdut si ce ai câstigat din comiterea infractiunii ? Participantii sunt rugati sa completeze individual un tabel cu doua coloane: pierderi si câstiguri dupa comiterea infractiunii Eg la pierderi: buna reputatie, libertatea, relatiile cu familia etc La câstiguri: bani, distractie etc Este important ca la fiecare rubrica sa existe cel putin 10 itemi Dupa completarea tabelului, participantii sunt rugati sa acorde fiecarui item un scor de la 1 la 10 în functie de importanta si greutatea pe care participantii o atribuie fiecarui item Dupa ce fiecare item a primit un scor, participantii vor face suma scorurilor pe fiecare coloana Se va face o comparatie între scorul obtinut la pierderi cu cel obtinut la câstiguri Care este mai mare ? De ce ? Alternativ, poate fi utilizat exercitiul “ Motive si scuze “ Acesta presupune ca participantii sa-si aminteasca contextul în care au comis infractiunea si sa descrie toate motivele sau factorii care au favorizat producerea acesteia Încercati sa puneti cât mai multe întrebari pâna când se obtine o imagine cât mai clara asupra acestor motive Notati pe un fleepchard toate aceste motive si apoi discutati în grup: sunt aceste motive solide ? existau si alte cai de a actiona ? etc 15 00 – Încheiere si recapitulare sau evaluare a sesiunii de catre participanti SESIUNEA V – PERSPECTIVA VICTIMEI Multi dintre infractori considera victimele ca pe obiecte ( fenomenul poarta numele de reificare ), lipsite de sentimente, emotii etc În cadrul acestei sesiuni participnatii vor învata mai multe despre victime 9 30 – Victime Exercitiul se bazeaza pe constatarea ca infractorii nu simt si nu înteleg victimele Cu totii stim ca întelegem si avem o multitudine de sentimente fata de cei apropiati ca: familia, prietenii etc si mai putina întelegere fata de acele persoane pe care nu le cunoastem Participantii sunt rugati sa deseneze un numa de 5- 6 cercuri concentrice În centrul acestora se afla el, participantul Aceste cercuri vor fi completate dinspre interior spre exterior dupa cum urmeaza: primul cerc dupa cel personal va fi completat cu numele persoanelor care se afla foarte aproape de participant ca parintii, fratii, bunicii etc În al doilea cerc, vor fi incluse persoanele aflate ca importanta imediat dupa cei enumerati mai înainte: rude, vecini etc Dupa ce aceste cercuri au fost completate de catre toti participantii, vor ave loc discutii de grup pe baza unor întrebari ca: de la cine ai fura ? de la cine nu ai fura ? cum arata o victima ? descrieti o victima cum a fost afectata victima de infractiune: emotional, financiar, material etc ? cum credeti ca s-a schimbat comportamentul victimei dupa producerea infractiunii? etc 11 00 – Experienta unei victime Exercitiul consta în relatarea unei experiente de victima Este deosebit de important ca aceasta descriere sa produca un impact emotional asupra participantilor În acest sens, poate fi vizionat un film care descrie o victima sau poate fi invitata o victima Discutiile ulterioare pot viza: faceti o lista cu toate efectele pe care infractiunea le-a avut asupra victimei comparati aceasta lista cu efectele pe care propria infractiune le-a produs asupra victimei Ati fost vreodata victima a unei infractiuni ? 13 00 – Pauza de prânz 13 30 – Infractiuni si efecte Analizati infractiunile din tabelul urmator În prima etapa, asezati aceste infractiuni în ordinea gravitatii lor, astfel încât prima sa fie cea mai grava si ultima cea mai putin grava Imaginati-va acum ce efecte a produs fiecare dintre acestea asupra victimei Exercitiul poate sa se desfasoare individual sau în grup Imaginati cum fiecare categorie de victime poate sa fie compensata de catre infractor: scrisoare de scuze, returnarea bunurilor, executarea unor lucrari pentru victima etc 15 00 – închiderea sesiunii si recapitulare În acest scop poate fi utilizat exercitiul “ Ce am învatat eu astazi “ SESIUNEA VI – ANALIZA MOTIVATIONALA În acest moment participantii au suficiente informatii legate de contextul comiterii infractiunii, de factorii care pot fi asociati cu comiterea acesteia si se poate presupune ca o buna întelegere a comportamentului propriu, a consecintelor negative asupra sa si a celorlalti poate sa conduca la dorinta reala de schimbare Procesul schimbarii comportamentale este unul extrem de complex, implicând modificari atât în sfera sentimentelor, cît si a atitudinilor si actiunilor Nimeni nu se poate schimba atîta timp cât nu doreste, nu stie cum si nu învata un nou comportament – principiul înlocuirii comportamentului indezirabil cu unul dezirabil 9 30 – execitii de încâlzire si de încredere (vezi Anexa 1) 10 00 – Analiza câmpului motivational Participantii sunt rugati sa completeze un tabel cu doua coloane: una cu motivele pentru a continua cariera infractionala si cealalta cu motivele pentru a înceta o astfel de cariera Dupa identificarea a cel putin zece motive de o parte si de alta, participantii sunt rugati sa acorde scoruri în functie de relevanta acestora În final, fiecare participant va face suma pe coloane a scorurilor si le va compara Daca suma scorurilor pro-schimbare este mai mare decât cea împotriva acesteia, se presupune ca acel participant este motivat sa se schimbe si poate sa continue programul Daca nu se întâmpla asa, consilierul de reintegrare sociala si supraveghere poate sa-i propuna acestui client o serie de întâlniri individuale în care sa discute posibilitatea schimbarii comportamentale 11 30 – De ce ne te-ai oprit din comiterea infractiunilor ? Exercitiul se adreseaza în special participantilor recidivisti sau a celor care au comis o multitudine de fapte penale Scopul este de a-i stimula pe participanti sa-si asume responsabilittea propriilor decizii Întrebati: Ai încercat sa te abtii de la a comite infractiuni ? Cum ? Ce nu a mers ? Explorati eventualele obstacole cognitive în calea schimbarii: negare ( ex “ nu am nici o problema “ ), proasta imagine de sine ( ex “ nu sunt în stare sa fac altceva “), neîncredere în sine ( ex “ n-as putea sa duc asta la bun sfarsit “ ) etc Identificati împreuna cu grupul aceste blocaje si discutati-le 13 00 – Pauza de prânz 13 30 – Punctul de întoarcere Alegeti un participant si rugati-l sa-si descrie pe secvente propria infractiune în fata grupului Scopul exercitiului este de a identifica momentele în care infractiunea putea fi prevenita Dupa fiecare etapa, participantii discuta despre modul în care voluntarul putea sa actioneze diferit, prevenind astfel comiterea infractiunii Accentuati momentul în care voluntarul a luat decizia de a comite acea infractiune Ce a determinat acea infractiune ? Cum a luat decizia ? 15 00 – Încheierea si recapitularea sesiunii SESIUNEA VII – PREVENIREA 1 Sesiunea a VII a are ca scop prevenirea comiterii de noi infractiuni Prezumtia care sta la baza acestei sesiuni este ca odata ce participantii au înteles motivatia faptelor lor, procesul si circumstantele care au stat la baza acestora, pot sa dezvolte un plan de preventie a recidivei 9 30 – începerea sesiunii, exercitii de încredere 10 00 – Planul de preventie Participantii sunt rugati sa completeze un tabel cu doua coloane: factori de risc si plan de preventie Factor de risc poate fi orice eveniment, gând sau sentiment care poate sa provoace sau sa faciliteze comiterea de infractiuni Planul de preventie trebuie construit în asa fel încât acel factor de risc sa fie ori diminuat ori evitat Este ca acest plan sa fie realist si sa fie construit de catre participanti Fiecare plan de interventie trebuie sa includa si persoanele semnificative din viata participantilor Acestia trebuie sa fie informati si trebuie sa semneze ca sunt de acord Pentru a evidentia nevoia ca în acest plan trebuie sa fie incluse si persoanele semnificative din viata clientului Astfel, puteti folosi exercitiul “ Cum vor fi ceilalti afectati de noul meu comportament “ Acesta consta în: rugati un participant sa se aseze în centrul unui cerc format din ceilati participanti Acestia vor lua rolul persoanelor semnificative din sistemul celui din centru, fiecare persoana din cerc va actiona în functie de rolul încredintat: mama ca mama, tata ca tata etc Fiecare va trebui sa-si imagineze cum aceste schimbari comportamentale ale celui din centru ar putea sa-l afecteze Exercitiul releva de multe ori anumite sentimente pe care cel din centrul grupului le are fata de diverse personaje din viata sa, de vreme ce participantii din cerc vor dezvalui despre experienta lor 11 00 – Gândire alternativa S-a constatat ca infractiunile patrimoniale sunt comise de cele mai multe ori ca rezultat al procesului de rezolvare a problemelor personale Multi sunt cei care fura pentru a – si acoperi anumite nevoi materiale Acest exercitiu este destinat sa-i ajute pe participanti sa descopere ca exista si alte solutii decat cea de a fura sau a însela Important este: sa asezi problema în context, sa o definesti cu exactitate, sa identifici persoanele care sunt implicate sa identifici cît mai multe solutii la acea problema sa apreciati care sunt posibilele consecinte si obstacole sa compari solutiile în termeni de cost-beneficiu sa alegi cea mai buna solutie sa realizezi un plan de actiune pe care apoi sa-l aplici Un bun exemplu de gandire alternativa este si urmatorul exercitiu: Asezati în linie 6 pahare: primele 3 pline si urmatoarele 3 goale Participantii trebuie sa faca în asa fel încat nici un pahar plin sa fie asezat lânga unul plin si nici unul gol lânga unul gol doar dintr-o singura miscare Care sunt ipotezele ? Care sunt solutiile ? Uneori participantii propun propriile lor jocuri În limita timpului disponibil aceste initiative pot fi încurajate 13 00 – Pauza de prânz 13 30 – Concluzii si pregatirea participantilor pentru momentul despartirii Este important ca aceasta sesiune sa fie cît mai relaxata si amuzanta În acest sens se pot organiza o serie de jocuri si exercitii care sa urmareasca si evaluarea programului Un astfel de exercitiu este “ Ce am învatat aici ?“ De asemenea, particpantii mai pot completa si un chestionar care sa vizeze gradul de satisfactie al acestora cu privire la program Uneori aceste programe de grup se pot finaliza si cu o scrisoare pe care si-o scrie fiecare participant si care pot sa cuprinda: planuri de viitor, angajamente ca nu vor mai comite infractiuni etc Aceste scrisori vor fi lasate în pastrarea consilierului de reintegrare sociala si supraveghere care a condus grupul si vor putea fi trimise participantilor în cazul în care acestia vor recidiva ANEXA 1 Jocuri de grup Importanta jocurilor de grup este lesne observata în special în momentele mai dificile ale grupului : de constituire, de conflict, de apatie, de tensiune, de marginaliazare a unui membru etc Cele mai multe jocuri sunt de natura sa reduca nivelul anxietatii si sa-l amplifice pe cel al energiei, însa nu trebuie neglijat rolul acestora în învatare Leader - ul grupului este cel care trebuie sa stie cum dispozitia emotionala a grupului poate fi modificata în asa fel încât capacitatea de învatare a participantilor sa fie maximizata Toate exercitiile si jocurile trebuie sa se desfasoare cu entuziasm Jocuri de prezentare a participantilor Sunt jocuri care au ca scop stabilirea unei atmosfere relaxate în care fiecare participant sa se prezinte si sa spuna câte ceva despre sine I 1 Jocul numelui Numele unei persoane este foarte important Rostind numele cuiva constientizezi si apreciezi existenta sa Jocul este simplu si consta în rostirea numelui Urmatorul din dreapta va rosti numele celui precedent si apoi pe al sau Jocul se repeta pâna când ultimul participant îi va prezenta pe toti ceilalti Pare dificil de memorat toate numele participantilor dar nu trebuie uitat ca ultimul participant aude repetat acelasi nume de mai multe ori pâna când îi vine rândul Jocul poate fi si mai amuzant si relaxant daca leader-ul grupului începe si termina exercitiul Atmosfera trebuie sa fie de încurajare si suport reciproc Daca cineva nu-si poate aminti numele unuia care s-a prezentat anterior, el poate sa –l întrebe pe acesta, bineînteles, cu scuzele de rigoare I 2 Numele meu este Este o variatie de la primul exercitiu si presupune ca fiecare participant sa-si spuna numele si apoi o scurta poveste despre acel nume: cum a fost ales, ce înseamna, ce înseamna pentru el/ea etc Variatii: La numele sau, participantul mai poate adauga si o scurta prezentare a sa: preocupari, experiente etc I 3 Animalul Daca participantii doresc, puteti sa le cereti sa se prezinte ca si animale, alegând animalul care are cele mai multe caracteristici identice cu ale sale Spre exemplu, cineva care este foarte dinamic poate sa se asemene cu un iepure sau cineva care este si dinamic si gratios poate sa se asemene cu o caprioara etc I 4 Ferma Consilierul de reintegrare sociala si supraveghere cere participantilor sa formeze un cerc Dupa formarea cercului, conducatorul grupului explica jocul Acesta consta în descoperirea identitatii unui participant în functie de cum acesta imita sunetele animalului pe care l-a ales la jocul anterior Conducatorul jocului solicita un voluntar dintre participanti Acesta este adus în mijlocul grupului si este legat la ochi dupa care este învârtit astfel încât sa nu retina pozitia celorlalti participanti Acesta este numit – fermierul Conducatorul jocului desemneaza pe cel care urmeaza sa imite sunetele animalului ales În functie de aceste sunete, fermierul trebuie sa identifice numele persoanei Poate sa-i ceara acesteia sa repete doar o data Daca nu a ghicit, trebuie sa ramâna în centru pâna când ghiceste Dupa ce a ghicit, el este înlocuit de participantul care a fost identificat, care devine fermier Jocul continua pâna când fiecare participant a fost fermier Variatii: Nemaitinându-se seama de jocul anterior, fermierul rosteste numele unui animal întâlnit în ferma lui Participantul care se afla cel mai aproape sau în fata fermierului trebuie sa imite sunetul acelui animal Dupa acest sunet fermierul trebuie sa ghiceasca numele acelui participant I 5 Argumentul Se practica de obicei în a doua sesiune si consta în a prezenta argumente pentru faptul ca numele cuiva a fost retinut De exemplu, “ te-am retinut pentru ca râdeai tot timpul“ Este important ca aceste argumente sa fie amuzate si pozitive I 6 Reclama personala Fiecare participant trebuie sa creeze si sa prezinte apoi grupului o reclama despre el însusi ca persoana, încercând sa “ se vânda cât mai bine “ Va trebui deci sa se concentreze asupra atributelor si abilitatilor lor pozitive Jocuri de încredere II 1 Exercitiul de atingere Pe rând, fiecare participant va avea ochii acoperiti si va încerca sa se deplaseze prin sala de întâlnire si sa identifice toate obiectele pe care le atinge Coordonatorul sau ceilalti participanti vor confirma sau infirma presupunerea Dupa cca 5 minute, alt participant poate fi rugat sa faca acelasi exercitiu Pot fi implicati în astfel de exercitii în special participantii timizi II 2 Baba oarba Este un exercitiu mai cunoscut în România si se poate juca atât ca joc de încredere cît si ca joc de prezentare El consta în acoperirea ochilor unui participant dupa care acesta trebuie sa prinda si sa identifice un alt participant Daca l-a identificat corect, el este înlocuit de cel prins Jocul poate fi foarte amuzant si relaxeaza repede o atmosfera tensionata II 3 Cercul mic al încrederii Participantii vor forma un cerc relativ mic în mijlocul caruia se afla un voluntar Împingeti-l usor pe acest voluntar astfel încât acesta sa fie prins si sustinut de catre ceilalti participanti Treptat, largiti cercul Mai este voluntarul în siguranta? Descrieti cum se simte voluntarul Dar restul grupului ? II 4 Cercul mare al încrederii Participantii trebuie sa se aseze de-a lungul camerei, încercând sa formeze un cerc cât mai mare Un voluntar este rugat sa tina ochii închisi si sa mearga prin camera Participantii din cerc au obligatia sa aiba grija ca voluntarul sa nu se loveasca sau sa se izbeasca de un obstacol Participantii trebuie sa comunice prin semne sau priviri si sa hotarasca cine va trebui sa-l protejeze pe voluntar Regula generala este ca cel mai apropiat participant trebuie sa-si ofere sprijinul Jocul poate fi realizat si cu doi sau mai multi voluntari în mod simultan Discutati cum se simte voluntarul si ceilalti participanti II 5 Urmarirea Împartiti grupul în perechi de câte doi participanti Unul din pereche va trebui sa execute o serie de miscari cu o mâna Celalalt va trebui sa urmareasca aceste miscari cu privirile Dupa un timp, cel care executa miscarile poate sa-si foloseasca ambele mâini Celalalt trebuie sa încerce sa le urmareasca cu privirile Care sunt diferentele? Când este mai dificil? Discutii II 6 Oglinda În cadrul aceleiasi perechi, unul din participanti executa o serie de miscari iar celalalt încearca sa-l imite întocmai ca o oglinda Cum se simt cei care sunt imitati? Dar cei care imita ? Faceti jocul cât mai amuzant Jocuri de dinamizare III 1 Mersul în cerc Cereti participantilor sa mearga în cerc Cereti-le apoi sa accelereze ritmul astfel încât sa mearga din ce în ce mai repede, evitând sa se atinga unii de ceilalti Când coordonatorul bate din palme, paticipantii trebuie sa schimbe brusc directia Cei care se ating sunt eliminati Discutii: de ce s-au atins, cum se simt etc IV Regulile din insula pustie ( dupa Priestley & McGuire, 1989 ) Împartiti grupul în doua subgrupuri astfel încât sa aveti un numar cât mai egal de fete si baieti într-un subgrup Rugati fiecare subgrup sa-si imagineze urmatoarea situatie : Ati naufragiat pe o insula pustie necunoscuta nici macar de geografi Nu aveti nici o speranta ca veti putea parasi insula curând Din fericire, insula dispune de suficiente resurse de hrana însa iarna se apropie trebuie sa va pregatiti Pentru a putea convietui trebuie sa stabiliti o serie de reguli La ce reguli de convietuire v-ati gândi si care ar fi prioritare ? Dupa cca 30 de minute cineva din fiecare subgrup va trebui sa prezinte concluziile dupa care vor avea loc discutii: de ce regulile astea, ce s-ar întâmpla fara ele, de ce în ordinea asta ? cine va garanta respectarea acestor reguli ? cum ? discutii Concluzia poate fi ca si societatea este organizata dupa acelasi principiu: al nevoii de lege pentru o convietuire pasnica Diferenta între diverse societati consta în modul cum aceste legi sunt stabilite, cum sunt ele aplicate, de modul cum cetatenii raspunde la ele, de interesul general al acelei societati etc Exercitiul încurajeaza lucrul în echipa si aduce în atentia participantilor nevoia de lege si ordine V Jocuri de evaluare V 1 Ce am învatat aici ? Jocul este utilizat în special în finalul sesiunilor de lucru sau la sfârsitul întregului program El consta în: asezati participantii în cerc rugati-i sa rememoreze programul sau sesiunea din acea zi primul din cerc trebuie sa spuna ce a învatat urmatorul trebuie sa repete ceea ce a spus primul si sa adauge ceea ce a învatat el, astfel încât ultimul sa repete tot ceea ce au mentionat ceilalti participanti dupa exemplul: “ eu am învatat sa înteleg victima, cum ia nastere comportamentul uman, care sunt metodele de a evita comiterea de infractiuni “ V 2 Zidul vorbitor Ideea acestui joc este de a stimula participantii sa discute despre ideile, reflectiile sau observatiile lor cu privire la program Asezati pe perete mai multe coli mari de hârtie Fiecare coala va avea ca titlu anumite aspecte legate de program: ex “ce mi-a placut“, “ce m-a facut sa râd“, “ce am învatat“ etc Fiecare participant va trebui sa scrie ceva sub fiecare titlu Discutii ANEXA 2 Lista de verificare Planificarea activitatilor Alice Miller Desteptarea Evei - Despre vindecarea orbirii emotionale - Cuvânt înainte 3 Prolog: Sa nu realizezi 5 I Copilaria, mina de aur ignorata 7 Introducere 7 1 Medicamente în loc de cunoastere 8 2 Ocolirea realitatii copilariei în domeniul psihoterapiei 14 3 Pedepse corporale si »misiuni« politice 17 4 Bombe temporizate în creier 19 5 Tacerea bisericii 21 6 Începuturile vietii – copilul vitreg al biografiilor 25 II Cum se naste orbirea emotionala? 28 1 De ce dintr-odata furia? 28 2 Blocajele de gândire 29 I Bresa spre propria istorie 36 Introducere 36 1 Evolutia cu ajutorul discutiilor 36 2 Fara martori initiati (drumul plin de suferinta al unui analist) 40 3 Puterea tamaduitoare a adevarului 42 Epilog 47 Cuvânt înainte Aceasta carte nu este scrisa pentru oameni de specialitate, ci în primul rând pentru acei oameni care reflecteaza la propria lor viata si care sunt deschisi pentru idei noi De aceea voi renunta aici la termeni psihologici de specialitate Trei notiuni pe care le-am dezvoltat în cartile mele anterioare vor fi mentionate însa în mod repetat si aici: “pedagogia neagra”, “martorul salvator” si “martorul initiat” Pentru cei care nu-mi cunosc cartile, voi explica aici aceste concepte, pentru a le usura întelegerea textului care urmeaza 1 Prin “pedagogia neagra” înteleg acea educatie care are ca scop frângerea vointei copilului si transformarea acestuia într-un supus ascultator, cu ajutorul exercitarii deschise sau mascate a autoritatii, cu ajutorul manipularii si al santajului În cartile mele La început a fost educatia si Sa nu realizezi am explicat acest concept cu ajutorul multor exemple În alte publicatii am scos în evidenta mereu ce urme lasa mentalitatea ipocrita a “pedagogiei negre” în gândirea si în relatiile noastre ca adulti 2 Un “martor salvator” este pentru mine un om care apara un copil maltratat (indiferent cât de rar), care-i ofera sprijin, care compenseaza cruzimea ce defineste existenta zilnica a copilului Acesta poate fi orice om din anturajul lui: un profesor, o vecina, fata în casa sau bunica Foarte des martori salvatori sunt propriii frati sau surori Acest martor este o persoana care îi ofera copilului batut sau neglijat simpatie sau chiar dragoste, care nu vrea sa-l manipuleze din motive educative, care are încredere în copil si îi mijloceste sentimentul ca nu este o fiinta rea si ca merita sa fie tratat cu amabilitate Multumita acestui martor, care nu trebuie neaparat sa fie constient de rolul lui decisiv si salvator, copilul afla ca pe aceasta lume exista ceva care se numeste dragoste În cel mai bun caz el îsi formeaza încrederea în semenii lui si astfel poate conserva iubirea, bunatatea si alte valori umane Acolo unde martorii salvatori au lipsit, copilul a glorificat violenta si adesea o aplica ulterior el însusi mai mult sau mai putin brutal si sub acelasi pretext plin de ipocrizie Este semnificativ faptul ca în copilaria unor exterminatori în masa precum Hitler, Stalin sau Mao nu a existat nici un martor salvator 3 Un rol asemanator cu acela al martorului salvator în copilarie îl poate juca în viata adultului “martorul initiat” Prin aceasta înteleg un om care cunoaste însemnatatea consecintelor neglijarii si maltratarii copiilor De aceea el le poate fi alaturi acestor oameni vatamati, le poate arata empatie si îi poate ajuta sa-si înteleaga mai bine din perspectiva propriei lor istorii sentimentele înca neclare de teama si neputinta, pentru a-si putea exersa mai liber optiunile adultului de azi Am introdus ambele notiuni în cartea Cunoasterea expulzata si le-am dedicat un întreg capitol In categoria martorilor initiati intra anumiti terapeuti, dar si profesori, avocati, consilieri si scriitori instruiti Eu însami ma consider o autoare care si-a stabilit ca tel printre altele sa le mijloceasca cititorilor informatii care sunt înca foarte des tabuizate As vrea sa le ofer si specialistilor diverselor domenii posibilitatea de a-si întelege mai bine propria viata si prin aceasta sa devina martori initiati pentru clientii, pacientii, copiii lor si nu în ultimul rând pentru ei însisi Scrisoarea unui autor, din care voi cita câteva pasaje aici, dovedeste ca acest lucru este uneori încununat de succes: »Draga d-na Miller, Va scriu aceasta scrisoare si va trimit CD-ul meu ca sa va multumesc pentru sprijinul si ajutorul pe care mi l-ati oferit de-a lungul multor ani Am tradus în germana textele cântecelor mele, ca sa le puteti citi în limba dvs materna Imi amintesc si acum ca, atunci când urmarile trecutului meu ma chinuiau cel mai tare, cartile dvs constituiau legatura mea cu realitatea Ceea ce am aflat despre copilaria mea din textele cântecelor mele m-a socat Ceea ce mi-au dezvaluit acestea era de neînchipuit M-am opus multa vreme continutului lor si consecintelor care ar fi rezultat daca l-as fi acceptat Întregul meu trup urla, dar eu nu întelegeam de ce Însa prin propriile mele texte, care trecusera în mod intuitiv de cenzura mecanismului defensiv si ajunsesera în bratele muzicii, m-am apropiat de ceea ce voiam sa-mi spun mie însumi Experientele prin care nu stiam ca am trecut s-au asternut încet în fata ochilor mei Daca în aceasta situatie foarte sensibila nu as fi venit în contact cu cartile dvs , care-mi aratau într-un mod atât de limpede ca nu eram singur, nu stiu cât timp as mai fi reprimat tot ceea ce fiinta mea interioara voia sa îmi spuna Sprijinul pe care l-am primit prin cartile dvs mi-a dat în final curajul sa caut ajutor la un psihoterapeut, unde am lucrat mai departe cu ajutorul terapiei conversationale (Gesprächstherapie) În sfârsit am putut sa împartasesc cuiva experientele refulate si sa scot la lumina pas cu pas ceea ce ascunsesem de mine însumi silit de nevoie Prin confruntarea cu oamenii care ma supusesera abuzurilor am gasit confirmarea ca amintirile mele emotionale spuneau adevarul si apoi a fost mai usor drumul spre vindecarea autentica Am avut totusi oarecum noroc; cu un terapeut prost as fi facut un ocol si as fi pierdut mult timp; drumul înapoi este oricum foarte lung, iar scurtaturile sunt în acest context adesea amagitoare Fara informatiile mijlocite de cartile dvs nu as fi putut accepta suficient ceea ce am recunoscut din mine însumi în ochii fiilor mei M-as fi pus mai des în calea libertatii lor cu lipsa mea de libertate si cu înscenarea izolarii mele de odinioara Ma bucur ca am primit ajutor si sprijin pentru a-mi regasi drumul vietii Când sentimentele paralizante de vinovatie din trecut ies la iveala si-mi spun ca nu am dreptul sa traiesc, iau o carte de-a dvs si citesc câte ceva din ea Asta ma ajuta sa ma întorc la viata « In 1979, în Tragedia copilului dotat, am descris suferinta copilului într-o lume care-i ignora si neaga sentimentele Multi oameni si-au descoperit datorita acestei evocari propria poveste, secreta pâna atunci si pentru ei însisi În cartile ulterioare am încercat sa demonstrez ca mecanismele de negare si refulare a suferintei copilului si desensibilizarea rezultata din acestea, mecanisme pe care le-am descoperit mai întâi la pacientii mei, sunt general valabile Am putut demonstra urmele copilariei în operele unor autori însemnati precum Kafka, Flaubert, Beckett, Picasso, Soutine, van Gogh, Keaton si Nietzsche si multi altii si am fost eu însami surprinsa de aceasta regularitate Am gasit si în copilaria tiranilor distrugatori mereu aceeasi schema: abuzuri extreme, idealizarea parintilor, glorificarea violentei, negarea durerilor si razbunarea pe natiuni întregi pentru cruzimea suferita odinioara, negata si scindata în Sinele propriu (abgespalten) Între timp problema maltratarii copilului a intrat atât de mult în constiinta generala încât nu mai e nevoie sa arat acest lucru Mai putin cunoscut este însa faptul ca ceea ce noi numim de obicei educatie si consideram ca este bun si just implica umilinte fatale care înca nu si-au facut loc în constiinta noastra, deoarece la începutul vietii ni s-a facut imposibila aceasta realizare Prin aceasta ia nastere un cerc vicios al violentei si ignorantei Descoperirile recente si captivante în domeniul neurobiologiei m-au ajutat sa înteleg si mai clar si sa descriu cum functioneaza cercul vicios pe care l-am recunoscut intuitiv: Calea traditionala a educatiei, care include dintotdeauna pedepse corporale, duce la refularea suferintei si a umilintei Aceasta refulare absolut necesara pentru supravietuirea copilului cauzeaza mai târziu orbirea emotionala Orbirea emotionala produce bariere în creier (“blocaje de gândire”) în scopul protectiei împotriva pericolelor (adica împotriva traumatizarilor care au avut deja loc si nu mai exista activ, dar care – fiind refulate – sunt codificate în continuare în creier ca pericol care pândeste permanent) Blocajele de gândire frâneaza capacitatea tinerilor si adultilor de a învata din informatii noi, de a le prelucra si de a elimina programe vechi, depasite Corpul în schimb are memoria completa a umilintelor suportate, care îl împinge pe omul respectiv sa cauzeze inconstient generatiei urmatoare raul suferit odinioara de el însusi Blocajele de gândire nu le permit, sau cel putin le îngreuneaza oamenilor efortul de a scapa de aceasta repetare, cu exceptia cazurilor când acestia se hotarasc sa descopere în propria lor copilarie existenta cauzelor constrângerilor Întrucât asemenea decizii sunt mai degraba rare, majoritatea oamenilor repeta ceea ce le-au spus "stramosii", anume ca toti copiii au neaparat nevoie de bataie Rezultatele cercetarilor mele sunt formulate în aceasta carte în asa fel încât fiecare are posibilitatea sa le verifice si, daca e cazul, sa le infirme Însa cartea vrea sa ofere în primul rând impulsuri pentru ca fiecare sa reflecteze asupra propriei vieti si asupra istoriilor neobisnuite ale familiilor noastre Sper ca aceasta carte sa ofere informatii care pâna acum nu au fost luate în considerare si care totusi ne pot ajuta sa ne întelegem mai bine pe noi însine si anturajul nostru In prima parte a cartii (»Copilaria, mina de aur ignorata«) demonstrez cu ajutorul câtorva exemple cât de mult este evitata tema copilariei, chiar si în domenii unde contrariul ar fi de asteptat In a doua parte (»Cum ia nastere orbirea emotionala?«) încerc, cu ajutorul noilor descoperiri din domeniul cercetarilor neurologice, sa raspund la întrebarea de ce dupa parerea mea aceasta ocolire a tematicii copilariei este atât de des întâlnita In a treia parte (»Bresa spre propria istorie«) descriu destinele unor oameni care au reusit sa patrunda pâna la originile lor si au avut numai de câstigat din aceasta Suprapunerea subiectelor pe ici pe colo în carte este inevitabila, însa am încercat sa urmez aceasta linie principala Prolog: Sa nu realizezi Înca din copilarie pentru mine geneza s-a concentrat pe marul interzis Nu puteam sa pricep de ce le fusese interzis lui Adam si Evei sa aiba acces la cunoastere Pentru mine cunoasterea si constiinta reprezentasera întotdeauna ceva pozitiv De aceea mi se parea ilogic ca Dumnezeu sa le fi refuzat lui Adam si Evei posibilitatea recunoasterii diferentei esentiale dintre bine si rau Revolta mea copilareasca a durat ani de-a rândul, desi mai târziu am citit diverse interpretari ale genezei În conformitate cu sentimentele mele am refuzat sa consider supunerea o calitate, curiozitatea un pacat si necunoasterea de bine si rau ca o stare ideala, deoarece pentru mine marul cunoasterii era promisiunea explicatiei raului si prin asta reprezenta mântuirea, deci binele Stiu ca exista nenumarate explicatii teologice pentru motivatia deciziilor divine, dar în ele recunosc prea des copilul terorizat care încearca sa vada toate actiunile parintilor ca fiind bune si dragastoase, chiar atunci când nu le întelege si nu le poate întelege, caci motivele acelor actiuni ramân si pentru parinti de neînteles, aflate în întunericul propriei lor copilarii Astfel încât nu pot întelege nici astazi de ce Dumnezeu îi voia pe Adam si Eva în paradis numai cu pretul necunoasterii si i-a pedepsit cu atâta suferinta pentru nesupunere Eu nu mi-am dorit niciodata un paradis care conditioneaza fericirea de supunere si necunoastere Eu cred în puterea dragostei, care pentru mine nu înseamna sa fii cuminte si sa te supui Dragostea are legatura cu a-ti fi credincios tie însuti, istoriei proprii, a fi credincios propriilor sentimente si nevoi Aici intra si dorinta de cunoastere Dumnezeu voia evident sa-i priveze pe Adam si Eva de aceasta credinta fata de ei însisi Eu plec de la premiza ca suntem capabili sa iubim doar atunci când avem voie sa fim ceea ce suntem: fara eschivari, fara masti, fara fatade Putem iubi cu adevarat doar atunci când nu refuzam si nu fugim de cunoasterea care ne este accesibila, ci avem curajul sa mâncam marul De aceea îmi vine si astazi foarte greu sa dovedesc toleranta când aud ca trebuie sa-i batem pe copii ca sa fie »buni« ca noi si Dumnezeu sa-i iubeasca Asa sta scris în textele majoritatii sectelor religioase, dar nu numai acolo Geneza ne-a împiedicat multa vreme sa deschidem ochii si sa recunoastem ca am fost indusi în eroare Urmatoarele exemple ilustreaza ce pret platim cu propria sanatate pentru interdictia de a sti De curând am primit o scrisoare de la un om pe care nu-l cunosc, care era de zeci de ani membru al partidului comunist si lucra în redactia unui ziar care propaga bagajele de idei ale multor filozofi marxisti Cu ani în urma, când începuse sa citeasca unele carti ale mele, a încercat sa-si convinga colegii ca violenta si aspiratia catre putere sunt învatate din copilarie, iar tema educatiei prin violenta trebuie pusa în legatura cu gândirea marxista S-a lovit de respingere totala si de ostilitate, în acelasi timp însa a devenit tot mai sigur ca se afla pe drumul cel bun pentru el însusi În toti acesti ani a suferit de artrita la genunchi, care îl împiedica sa mearga În clipa când s-a hotarât sa redacteze declaratia de iesire din partid l-au cuprins spaime violente, care aveau în mod evident de-a face cu faptul ca fusese parasit în propria lui copilarie Dupa ce a trimis “scrisoarea de demisie”, în decurs de trei ore i-au disparut durerile de genunchi Acest lucru i-a întarit convingerea ca reusise sa stopeze perpetuarea situatiei din copilarie si sa renunte la o dependenta care odinioara îi oferise iluzia sigurantei, dar care acum îl sufoca Acest om a fost consternat de rapiditatea reactiei corpului sau la actiunea lui, dar a stiut ca nu e vorba de o asa-numita »vindecare miraculoasa«, ci de consecinta logica a eliberarii din propria închisoare In medicina nu se mai neaga astazi ca trupul nostru stocheaza toate informatiile despre tot ce ni se întâmpla în viata; dar medicina nu stie decât foarte rar sa descifreze aceasta poveste Si cu toate acestea constatam ca simptomele unor boli grave dispar atunci când ne reuseste aceasta talmacire Sa luam un alt exemplu: un barbat care în copilarie a fost foarte umilit si maltratat fizic si care toata viata si-a idealizat parintii se îmbolnaveste la batrânete, când sistemul defensiv nu mai functioneaza asa bine, de o boala grea Mesajele sistemului cognitiv îi spun ca în copilaria lui totul a fost bine, ca el a trait o perioada fericita, de siguranta cu parintii lui Sistemul organic îi semnaleaza însa exact contrariul Ani de zile a luat medicamente, a facut diverse operatii, pâna când a ascultat sfatul unei interniste si s-a hotarât sa înceapa sa lucreze cu o psihoterapeuta la capitolul emotiilor Atunci a iesit la iveala ca acest om fusese supus unei dominatii pline de violenta în copilarie, fata de care el închisese ochii timp de saizeci de ani, pâna când a gasit curajul de a înfrunta adevarul Atunci când corpul s-a însanatosit, acest lucru le-a aparut multora ca o minune Când sistemul cognitiv sustine contrariul a ceea ce este stocat indubitabil în celulele noastre, omul se afla într-un permanent razboi cu el însusi De îndata însa ce ambele instante au voie sa stie acelasi lucru, functiile normale ale corpului pot fi reluate Dar sa ne întoarcem la geneza Imi amintesc cum în copilarie l-am pus pe profesorul meu în dificultate, deoarece nu încetam sa pun întrebari care îi erau în mod vizibil neplacute În final, de mila lui, mi-am reprimat întrebarile Totusi ele reapareau si reapar mereu, iar acum vreau sa profit de libertatea de adult si sa-i permit copilului din mine sa rosteasca în sfârsit întrebarile Iata ce voia copilul sa întrebe: De ce a plantat Dumnezeu copacul cunoasterii binelui si raului în mijlocul gradinii paradisului, daca nu voia ca cei doi oameni creati de el sa manânce din fructele lui? De ce si-a dus în ispita creaturile? De ce avea nevoie de asa ceva, din moment ce era Dumnezeu cel atotputernic, care crease lumea? De ce avea nevoie sa-i forteze pe cei doi oameni la supunere, daca el era Dumnezeu cel atoatestiutor? N-a stiut ca atunci când a creat omul a dat viata unei fiinte care este curioasa si ca a silit-o sa-si nege propria natura? Daca i-a creat pe Adam si Eva ca barbat si femeie, care se completeaza sexual, cum a putut în acelasi timp sa pretinda ca ei sa-si ignore sexualitatea? Si de ce ei ar fi facut acest lucru? Si ce s-ar fi întâmplat daca Eva nu musca din mar? Atunci cei doi nu s-ar fi împreunat sexual si nu ar fi zamislit urmasi Ar fi ramas lumea fara oameni? Ar fi trait Adam si Eva vesnic, singuri, fara copii? De ce este procrearea indisolubil legata de pacat si actul nasterii de dureri? Cum este de înteles faptul ca pe de o parte Dumnezeu a planificat ca cei doi oameni sa ramâna sterpi, dar pe de alta parte geneza ne vorbeste de pasarile care se înmultesc? Deci avea si Dumnezeu notiunea de urmasi Mai departe se spune despre Cain ca s-a casatorit si a avut copii De unde si-a luat o femeie, daca nu mai erau pe lume decât Adam si Eva, Cain si Abel? De ce l-a respins Dumnezeu pe Cain când acesta si-a aratat gelozia? Oare nu Dumnezeu însusi a trezit în el pizma, preferându-l într-un mod atât de evident pe Abel? Nimeni nu voia sa-mi raspunda la aceste întrebari, nici în copilarie nici mult mai târziu Lumea era indignata, caci puneam sub semnul îndoielii atotstiinta si atotputerea lui Dumnezeu si simteam ca explicatiile care-mi erau oferite erau ilogice si contradictorii De cele mai multe ori mi se raspundea evaziv, de exemplu: Nu trebuie sa iei totul textual, acelea sunt numai simboluri Simboluri pentru ce? întrebam eu, dar nu primeam nici un raspuns Sau mi se spunea: în biblie sunt si foarte multe lucruri adevarate si întelepte Nu negam asta Dar de ce sa accept si ceea ce simt ca este ilogic? se întreba copilul Ce sa faca un copil, orice copil, cu asemenea reactii? Copilul nu vrea sa fie respins sau urât, asa ca se supune Asta am facut si eu Dar prin asta nevoia mea de a întelege nu disparuse Neputând sa-mi explic motivele lui Dumnezeu am cautat mai departe, ca sa înteleg macar motivele acelor oameni care se declarau atât de usor multumiti cu contradictii Oricât m-as fi straduit, nu reuseam sa gasesc nimic rau în ceea ce facuse Eva Daca Dumnezeu i-ar fi iubit pe cei doi oameni, nu i-ar fi vrut orbi Oare într-adevar sarpele a ademenit-o pe Eva în “pacat” sau acela a fost însusi Dumnezeu? Daca un muritor normal mi-ar arata un lucru demn de râvnit si mi-ar spune ca nu am voie sa ma ating de el, asta mi s-ar parea o cruzime Despre Dumnezeu nu avem voie însa nici sa gândim acest lucru, daramite si sa-l spunem Asa am ramas singura cu reflectiile mele si am cautat în zadar un raspuns în carti Pâna am înteles ca imaginea transmisa de traditie a lui Dumnezeu fusese creata de oameni care fusesera educati dupa principiile pedagogiei negre (oameni de care biblia este plina), oameni pentru care sadismul, ispita, pedeapsa, abuzul de putere tinusera de cotidianul copilariei lor Biblia a fost scrisa de barbati Trebuie sa presupunem ca acei barbati nu avusesera experiente prea frumoase cu tatii lor Evident nici unul din ei nu avusese un tata care sa se bucure de dorinta de cunoastere a copiilor lui, un tata care sa nu pretinda imposibilul de la copii si care sa nu-i pedepseasca De aceea au creat o imagine a unui Dumnezeu ale carui trasaturi sadice nu i-a frapat deloc Dumnezeul lor nascocise un scenariu plin de cruzime, le daruise lui Adam si Evei pomul cunoasterii, dar le interzisese ca tocmai fructele acestuia sa le manânce, adica sa devina oameni initiati si autonomi El urmarise sa-i faca dependenti în totalitate de el Un asemenea demers al unui tata eu îl numesc sadic, deoarece el contine placerea de a tortura copilul Iar ca sa pedepsesti copilul si pentru consecintele sadismului tatalui nu are nimic de-a face cu dragostea, ci mai degraba cu pedagogia neagra Dar asa i-au vazut inconstient scriitorii bibliei pe tatii lor asa-zis iubitori În scrisoarea catre evrei 12, 6-8, Pavel spune clar ca pedeapsa cu bataia ne da siguranta ca suntem adevaratii fii ai lui Dumnezeu si nu bastarzi: »Caci Domnul pedepseste pe cine iubeste, si bate cu nuiaua pe orice fiu pe care-l primeste Suferiti pedeapsa: Dumnezeu Se poarta cu voi ca si cu niste fii Caci care este fiul pe care nu-l pedepseste tatal? Dar daca sunteti scutiti de pedeapsa, de care toti au parte, sunteti niste feciori din curvie, iar nu fii « In ziua de azi îmi pot imagina ca oamenii care si-au trait copilaria în respect, fara bataie si umilinte, vor crede mai târziu, ca adulti, într-un alt Dumnezeu, un Dumnezeu care iubeste, care ghideaza, care explica si mijloceste orientare Sau eventual vor putea trai fara idealul divin si se vor orienta dupa idealuri care sa reprezinte adevarata iubire In aceasta carte eu ma identific cu Eva Nu cu Eva cea infantilizata de traditie, care ca si scufita rosie cea candida din basm s-a lasat ademenita de un animal, ci cu o Eva care a înteles nedreptatea situatiei ei, care a refuzat porunca »Sa nu stii«, care a vrut neaparat sa înteleaga în profunzime diferenta dintre bine si rau si care a fost hotarâta sa-si asume întreaga responsabilitate pentru comportamentul ei Cartea de fata expune descoperiri care mi-au devenit accesibile dupa ce am fost pregatita sa urmez ceea ce-mi comunica trupul meu si în acest fel sa-mi descifrez începuturile vietii Calatoria în copilaria timpurie pâna la începuturile vietii mi-a dat posibilitatea de a descoperi multe mecanisme care sunt active în toata lumea si la alti oameni Din pacate ele sunt recunoscute ca atare mult prea rar, deoarece porunca paralizanta »Sa nu stii« ne împiedica sa le constientizam Dupa parerea mea nu numai ca avem voie sa stim, dar trebuie neaparat sa stim ce este bine si ce este rau, pentru a ne asuma raspunderea pentru propria viata si pentru viata copiilor nostri Pentru a scapa de spaima copilului învinovatit si pedepsit, de teama fatala fata de pacatul nesupunerii, teama care a distrus vietile atâtor oameni si care si astazi îi tine legati de lanturile copilariei Ca adulti ne putem elibera de aceste lanturi cu ajutor adecvat, putem obtine informatii de importanta vitala si putem constata cu multumire ca nu mai suntem constrânsi sa vedem un sens mai profund în ceea ce ne-au povestit educatorii si preotii mânati de propria lor frica Atunci când renuntam la acest efort, simtim cu mirare usurarea ca nu mai suntem copiii care trebuie sa se chinuie sa patrunda logica mai profunda a ilogicului, asa cum înca procedeaza multi filozofi si teologi (AM 1988a), deoarece ne-am luat ca adulti (în sfârsit) dreptul de a nu mai ocoli realitatile, de a refuza motivarile lipsite de logica si de a ne ramâne credinciosi propriei cunoasteri si propriei istorii I Copilaria, mina de aur ignorata Introducere Se presupune ca oamenii s-ar fi întrebat de la începuturile civilizatiei noastre de unde vine raul si cum poate fi el combatut S-a intuit dintotdeauna ca formarea raului începe în copilarie, dar uneori s-a considerat ca acesta este opera diavolului sau, mai târziu, un impuls distructiv înnascut Mult prea des se recomandau pedepse corporale si batai ca modalitate pentru alungarea raul si formarea unui caracter bun Aceasta parere este si astazi des sustinuta Nu se mai crede, ce-i drept, în basmul ca diavolul ne pune copilul lui în leagan si noi trebuie sa-l crestem pe “dracusor” foarte sever, dar se porneste foarte serios de la ideea ca exista gene care-i împing pe oameni spre delincventa Si se cauta aceste gene, cu toate ca o asemenea ipoteza contrazice multe fapte Nici unul din sustinatorii acestei teorii a genelor nu a încercat de exemplu sa demonstreze de ce, cu treizeci pâna la patruzeci de ani înainte de aparitia celui de-al treilea Reich în Germania, conform acestei logici atât de multi copii ar fi avut un material genetic prost si ar fi fost dispusi ca adulti sa execute fara ezitare planurile lui Hitler Aceasta conceptie absurda, dar existenta în mai toate culturile, ca unii oameni vin rai pe lume, poate fi infirmata stiintific în ziua de azi Si anume s-a dovedit ca oamenii nu se nasc cu un creier complet dezvoltat, cum se presupunea pâna de curând, ci ca experientele din primele zile, saptamâni si luni de viata sunt decisive pentru structurarea creierului O atentie plina de dragoste este indispensabila pentru ca oamenii sa-si poata forma printre altele capacitatea de empatie Când aceasta lipseste, când copilul creste dimpotriva cu maltratari si este desconsiderat, el îsi pierde aceasta capacitate Sigur ca oamenii vin pe lume deja cu o istorie, cu istoria celor noua luni dintre conceptie si nastere, si evident ca sunt influentati genetic de parinti si familiile lor Acestea pot fi hotarâtoare pentru temperamentul copilului, pentru înclinatiile, talentele si predispozitiile lui Însa formarea caracterului depinde de ceea ce traieste copilul înca de la începutul vietii, înca din pântecele mamei, daca primeste afectiune, protectie, tandrete si întelegere sau are parte de respingere, raceala, lipsa de întelegere, indiferenta daca nu chiar cruzime De exemplu copiii care comit în ziua de azi crime au de regula mame adolescente dependente de droguri Lipsa legaturii sufletesti, neglijarea si traumatizarile sunt aici la ordinea zilei (Karr-Morse si Wiley) Neurobiologii au descoperit în ultimii ani ca la copiii traumatizati si extrem de neglijati exista leziuni clare în acele zone ale creierului care guverneaza emotiile, ca pâna aproape o treime din creier poate fi vatamata Stiinta explica acest diagnostic prin faptul ca traumele severe provoaca la sugari producerea de hormoni de stres, care distrug atât din neuronii existenti cât si din cei nou formati Importanta acestei descoperiri pentru întelegerea formarii copilului si însemnatatea urmarilor traumelor si ale neglijarii sunt discutate prea putin în literatura stiintifica, din câte stiu eu Dar cercetarile confirma pe deplin ceea ce eu am constatat acum douazeci de ani prin alte metode, si anume prin analizele pacientilor si lectura scrierilor pedagogice, si am descris în cartea La început a fost educatia Citez acolo din textele pedagogiei negre, în care se recomanda insistent ca înca din primele zile copilul sa fie educat în spiritul supunerii si al curateniei Asta m-a ajutat pe mine (si mai târziu pe multi cititori) sa înteleg cum a fost posibil ca oamenii din al treilea Reich (ca de exemplu Eichmann) sa functioneze fara cele mai mici scrupule ca niste masini criminale perfecte Oamenii care au devenit “executantii voluntari ai lui Hitler” aveau de reglat conturi foarte vechi, deoarece la vârsta de sugari si în copilarie nu putusera reactiona adecvat în fata violentei la care fusesera supusi Nu »pulsiunea mortii« a lui Freud formeaza potentialul latent distructiv, ci reactiile emotionale reprimate foarte devreme Faptul ca sfaturile pline de cruzime ale unor pedagogi precum Daniel Gottlob Moritz Schreber au aparut în patruzeci de editii în a doua jumatate a secolului XIX permite concluzia ca majoritatea parintilor au practicat cu buna credinta bataile recomandate acolo pentru obtinerea supunerii copiilor Copiii educati în acest fel au facut treizeci de ani mai târziu acelasi lucru cu copiii lor Doar nu stiau altceva Dupa parerea mea faptul ca acesti copii, nascuti cu treizeci-patruzeci de ani înaintea holocaustului si dresati de timpuriu, au devenit mai târziu complicii lui Hitler este consecinta educatiei foarte timpurii Cruzimea suportata în copilarie i-a transformat în oameni dependenti care nu si-au putut dezvolta niciodata sentimentul de empatie pentru suferinta altor oameni, iar în acelasi timp aceeasi cruzime i-a transformat în oameni în care ticaia o bomba cu efect întârziat si care asteptau inconstient ocazia potrivita pentru a-si descarca asupra altora mânia stocata pe care nu si-o putusera exprima niciodata Hitler le-a oferit acestor oameni tapul ispasitor »legal« asupra caruia au putut sa-si reverse nepedepsiti sentimentele si nevoile de razbunare pe care si le reprimasera de timpuriu Cele mai noi descoperiri despre dezvoltarea creierului uman ar trebui sa schimbe în scurt timp în mod radical modul cum ne purtam cu copiii Însa se stie ca vechile obiceiuri sunt rezistente la nou Avem nevoie în orice caz de legi clare si de multa munca de informare pâna când tinerii parinti se vor elibera de povara traditiei si nu-si vor mai bate copiii – pâna când nu le va mai aluneca mâna automat, cunostintele dobândite fiind mai puternice si mai rapide decât acea mâna Aceste reflectii, pe care le-am prezentat mult mai detaliat în cartea Drumurile vietii, doresc sa explice însemnatatea pe care eu o acord evenimentelor din primele zile, saptamâni si luni ale vietii copilului Prin asta nu pretind ca influentele ulterioare nu joaca nici un rol Dimpotriva, tocmai pentru un adult care a fost cândva un copil traumatizat este de o importanta vitala prezenta oamenilor empatici Dar acesti oameni nu pot fi empatici decât daca sunt informati despre urmarile restristei timpurii, fara a le bagateliza Din pacate aceasta sensibilitate este întâlnita rar, chiar si la “experti” Însemnatatea primelor luni pentru viata adultului a fost multa vreme ignorata chiar si în psihologie Am încercat sa fac putina lumina în acest domeniu întunecat, ocupându-ma în diverse carti de biografiile unor dictatori precum Hitler, Stalin, Ceausescu sau Mao si demonstrând cum acestia si-au regizat inconstient situatia propriei copilarii pe scena politica (AM 1980, 1988b, 1990, 1998a) Aici însa nu vreau sa ma ocup de trecut, ci sa fac o trimitere la practicile noastre prezente, fiindca sunt convinsa ca am putea fi mult mai productivi în multe domenii daca am acorda importanta cuvenita factorului »copilarie« De ce oare aceasta mina de aur care este copilaria este atât de des ignorata? Fiindca oamenii se tem ca vor descoperi amintiri dureroase în acest loc pâna acum necunoscut? Ezitarea este de înteles, fiindca propriul nostru trecut refulat ne poate ajunge din urma de îndata ce încercam sa ne transpunem în situatia unui copil Multi dintre noi nu vor sa se expuna niciodata acestui risc, nu vor sa se mai simta niciodata copilul mic si neajutorat care au fost Dar ei nu banuiesc câte bogatii le-ar oferi tocmai aceasta întâlnire cu copilul din ei, care le poate reda sentimentul de a fi în viata si sensibilitatea pierdute cândva Voi ilustra lipsa de interes pentru mina de aur care este copilaria prin sase exemple de domenii unde se presupune de fapt contrariul: acestea sunt medicina, psihoterapia, politica, pedepsele cu închisoarea, educatia religioasa si cercetarile biografice 1 Medicamente în loc de cunoastere Întotdeauna mi se pare foarte concludent sa intru într-o farmacie si sa vad cum oameni batrâni primesc o punga plina cu medicamente prescrise de medicul casei Uneori îi întreb daca medicul a discutat cu ei si despre viata lor sau numai despre boala “Asta-i buna!” mi se raspunde de cele mai multe ori “Nu are timp de discutii, sala de asteptare este mereu plina si în plus la ce bun? Important este sa stie si sa cunoasca ce boala am ” Uneori îi întreb daca au discutat cu altcineva despre viata lor, primind ca raspuns: “Ce anume vreti sa stiti? Mai demult ma duceam la munca si nu aveam timp pentru discutii, acum as avea timp, dar cui îi pasa de viata mea? Fiecare trebuie sa se descurce singur ” Da, fiecare dintre noi trebuie sa ne descurcam singuri, dar cu toate acestea ne-ar face bine si ne-ar ajuta tocmai daca la batrânete am putea vorbi cu cineva despre copilaria noastra Tocmai la batrânete, când puterea fizica si siguranta slabesc, omul devine deosebit de receptiv la asa-numitele »Flashbacks« de pe vremea când era un copil neajutorat Se prea poate ca el sa se agate de medicamente asa cum odinioara se agata de mama lui, de la care astepta disperat ajutor Se prea poate ca acest surogat simbolic sa le fie de folos unora, însa el nu poate înlocui interesul unui alt om pentru viata pacientului Iar pentru acest interes nici nu ne trebuie atâta timp cât am putea crede Dar avem nevoie de o usa deschisa spre propriul nostru trecut pentru a realiza ca nu poti întelege o viata decât daca îti este permis sa iei în serios începuturile acelei vieti De fapt se stie de mult ca majoritatea dereglarilor alimentare au cauze psihice Multi medici pretind ca stiu asta, însa din cauza ca majoritatea nu sunt liberi în raport cu propriile lor emotii si au mult prea rar acces la propria lor copilarie nu înteleg la pacienti limbajul simptomelor Faptul de a nu întelege da nastere sentimentului de neputinta, care trebuie respins cât mai repede Cum se resping sentimentele? Printre altele recurgând la remedii care reduc la tacere acest limbaj, astfel încât omul sa se poata simti puternic si nu neputincios Si cum se reduc la tacere simptomele? Exista multe remedii, în primul rând medicamente, în cazul dereglarilor alimentare de asemenea instructiuni de regim amanuntite, care hranesc iluzia pacientului ca cineva se ocupa în detaliu de viata lui, de alimentatia lui, de starea lui de sanatate Reportaje la televizor arata clinici în care se practica un control minutios al programului de alimentare si de aceea în unele cazuri acest lucru înlesneste o crestere în greutate Efectul psihologic secundar al experientei anorexicilor ca nu sunt o exceptie, ci ca si alti oameni sufera de aceeasi boala, îi poate ajuta sa-si recapete o oarece pofta de viata si eventual si de mâncare Dar prin asta nu este rezolvata si nici macar abordata principala problema a anorexicilor: întrebarea referitoare la cauza pentru care ei îsi refuza viata, cauza pentru care nu mai au încredere în propria familie si se simt constrânsi sa-si controleze alimentatia În foarte putine clinici fetita anorexica se poate întreba: cum de s-a ajuns aici? Ce cauza a stat la baza îmbolnavirii mele? Ce simt? Ce doresc sa evit? Aceste întrebari nu i se pun aproape deloc Si doar în majoritatea cazurilor se poate constata o dereglare de comunicare, o drama profunda care adeseori îsi are originile în frageda copilarie Am vazut odata o emisiune la televizor care prezenta patru adolescente S-au aratat documentare din clinici si în final au discutat expertii Medicii au tot sustinut ca anorexia ar fi cel mai mare secret al medicinei, ca nu se stie de unde apare Cu toate acestea, s-au facut progrese cu tratamentul si înainte de toate trebuie sa existe credinta în vindecare Nu a fost tratat deloc, nici de jurnalisti nici de expertii în medicina prezenti, subiectul ameliorarilor prin terapii care le înlesnesc pacientilor trairea si exprimarea propriilor emotii, probabil pentru ca la acest gen de dezbatere nu participa nimeni care sa fi trecut prin aceste experiente De cele mai multe ori astfel de voci singulare sunt reduse la tacere, caci frica de a acuza parintii este mult prea mare Insa fara a ne asuma acest risc nu putem în cele mai multe cazuri sa întelegem emotiile si istoria pacientilor Si parintii învata de asemenea sa nu înteleaga, atunci când resping cunoasterea, de frica sentimentelor de vinovatie pe care aceasta le-ar putea trezi în ei Asa se creeaza un cerc vicios Parintii sufera din cauza simptomelor copilului, vor sa-l ajute dar nu stiu cum, iar medicilor le este de asemenea interzis sa realizeze adevaratele motive ale tinerilor anorexici – exceptie facând cazurile când acei medici au trait pe propria piele experienta ca reprosurile copiilor nu-i omoara pe parinti, ci în cel mai bun caz îi confrunta cu propria lor istorie O astfel de confruntare îi poate motiva pe parinti sa comunice cu copilul lor la un nivel mult mai profund decât a fost posibil pâna atunci In acea dezbatere de care vorbeam, expertii discutau despre anorexie ca despre un fenomen pur trupesc, care nu poate avea nici un sens, iar explicatiile lor pareau clare ca lumina zilei majoritatii spectatorilor Se poate întelege usor ca senzatia de foame dispare când persoana în cauza a slabit foarte mult si se hraneste în continuare minimal si fara minerale Se poate întelege usor ca în acel punct lipsa de apetit capata si cauze anatomice si fiziologice Totul este evident, dar nu explica decât fazele târzii si nu cauza asa-numitei boli La origine se afla tragedia unui om tânar, care nu si-a putut marturisi sentimentele nimanui si de aceea nu-si întelege propriile conflicte Acum întâlneste în tratamentul medical sau psihiatric specialisti care evita si ei aceste conflicte din teama de a nu le face reprosuri propriilor parinti Cum sa-i ajute pe cei tineri? Persoanele în cauza pot capata curajul de a-si articula nelinistea, suferintele, dezamagirile, furia, numai atunci când au alaturi pe cineva care nu are aceste temeri sau care deja le-a recunoscut si le-a acceptat la el însusi Propria dezvoltare emotionala este fara îndoiala premiza unei activitati terapeutice efective Dar as vrea sa cred ca ajutorul acordat de terapeuti, medici, lucratori sociali ar câstiga în calitate în cazul în care cunoasterea copilariei ar fi mai raspândita Pâna acum acest domeniu pare sa constituie înca un mare tabu în lumea medicala Multi oameni au luat deja cunostinta de aceasta situatie critica a medicinei, asta însa nu-i împiedica sa devina usor victimele unor sarlatani, care le propun tot felul de practici alternative, care le trezesc sperante de vindecare si uneori chiar obtin ameliorari, atunci când speranta si credinta sunt mai puternice decât discernamântul pacientilor si capacitatea lor de cunoastere a oamenilor Ce sa faca însa acela care nu împartaseste aceasta credinta si pe care îl tortureaza simptomele fizice? Procesul de analiza a propriei copilarii renegate si refulate a adus usurare în multe cazuri, mai ales când persoana afectata a avut norocul de a întâlni un om empatic care sa-si fi descifrat deja emotional propria istorie Multa vreme am crezut ca prelucrarea propriei istorii a copilariei este posibila si fara martori, deoarece eu a trebuit sa caut acest drum singura, cu ajutorul picturii si al scrisului În final am avut totusi norocul de a gasi o femeie care mi-a fost martor initiat si abia datorita empatiei cu care m-a însotit ea mi-a fost posibil sa dau frâu liber adevarurilor pe care singura nu as fi fost niciodata în stare sa le îndur Abia acest lucru mi-a dat libertatea de a lua în serios în totalitate mesajele corpului si ale emotiilor si de a nu le pune mereu sub semnul îndoielii Dar chiar daca nu avem înca norocul de a întâlni un terapeut empatic, care sa-si fi prelucrat propria copilarie si deci nu mai e nevoit s-o proiecteze asupra noastra, ne poate fi de ajutor sa povestim cuiva despre copilaria traumatizanta pe care am avut-o, atunci când cel care asculta cunoaste însemnatatea marcanta a acestor trairi si nu o bagatelizeaza Un asemenea ascultator a fost psihologul James W Pennebaker, care descrie rezultatele studiilor lui în cartea Opening up Într-unul din numeroasele experimente el a rugat de exemplu niste studenti aflati în camere separate sa descrie experiente dureroase si sa dea frâu liber si emotiilor inerente O alta grupa trebuia sa descrie evenimente care nu aveau nici o tangenta cu sentimentele, cum ar fi cumparatul de lenjerie sau ceva asemanator Persoanele intervievate erau studenti la psihologie si în acelasi timp pacienti ambulanti ai serviciului de sanatate al universitatii Dupa acel experiment s-a constatat ca aceia care relatasera experiente afective au avut nevoie ulterior de mult mai putine vizite la doctori decât cei care au vorbit despre evenimente neutre Au fost analizate si diverse functii ale corpului cum ar fi pulsul, tensiunea, starea inimii si a epidermei, iar la ambele grupe s-au constatat valori foarte diferite De aici Pennebaker a concluzionat, dupa parerea mea pe buna dreptate, ca starea sanatatii se îmbunatateste deja în clipa când persoana în cauza are posibilitatea sa împartaseasca trairile ei dureroase unui om pe care poate conta ca este sincer interesat si arata întelegere Aceasta este cu siguranta insuficient pentru a vindeca o îmbolnavire grava cum este anorexia, dar ar putea contribui la vindecare Cu toate acestea tratamentele medicale profita prea putin de aceasta sansa În primul rând deoarece medicii nu au aproape deloc timp sa-si asculte pacientii si, daca îsi fac totusi timp, le lipsesc cunostintele necesare pentru a întelege limbajul sentimentelor Cel mai important motiv se afla probabil în frica de a nu reînvia propriile traume din copilarie Aceasta frica este de obicei evitata transferând-o asupra pacientului Isabelle, o actrita în vârsta de 50 de ani, de origine din Chicago, mi-a povestit de curând printre altele de vizita la un internist care-i fusese recomandat de mai multe persoane La momentul respectiv ea suferea de o inflamatie cronica de colon, care se manifestase pentru prima data dupa ce suferise un soc psihic Isabelle era absolut convinsa ca trebuie sa se apropie pe rând, cu ajutorul altcuiva, de fiecare din sentimentele provocate de socul suferit, pentru a întelege declansarea brusca a bolii, semnificatia si virulenta acesteia De aceea a refuzat sa ia antibiotice Nu avea febra, dar avea crampe, pe care ea le simtea ca fiind expresia suferintelor sufletesti reprimate Deja consultase mai multi medici, inclusiv homeopati, dar toti ascultasera prietenos povestea problemei ei si în final îi prescrisesera medicamente De la acest medic nou a sperat mai multa participare si întelegere, mai ales ca el o rugase în primul rând sa descrie cele mai importante boli avute în trecut si parea sa asculte cu atentie Isabelle a fost foarte multumita ca reusise în zece minute sa-si prezinte principala problema Toata viata ei depana ca un fir neîntrerupt experienta ca toti ignorasera suferinta ei psihica si pretindeau ca o vindeca prin medicamente Adesea suferise din cauza efectelor secundare ale diverselor medicamente, fara ca acestea s-o fi eliberat de simptome, ceea ce îi accentua si mai mult frica In efortul ei de a cauta cauza, i-a explicat medicului ca are dureri, dar este dispusa sa le ia în calcul pentru ca era convinsa ca acestea vor trece de îndata ce va întelege motivul bolii Mai multe organe îi fusesera deja extirpate, dar de fiecare data se anunta câte un alt organ care trebuia si acela scos Nu mai voia sa repete aceeasi poveste Medicul a ascultat-o pâna la capat, si-a facut si notite, iar când ea s-a oprit el a luat blocul de retete si i-a prescris trei saptamâni de antibiotice, spunîndu-i ca trebuie sa înceapa tratamentul imediat, ca sa nu se îmbolnaveasca de cancer si sa riste o noua operatie si eventual extirparea unei portiuni din colon Femeia s-a speriat îngrozitor si a vrut sa continue discutia, dar medicul i-a aratat ceasul si i-a spus ca-l asteapta pacientii, adaugând ca acum stie ce o asteapta si poarta singura raspunderea daca nu urmeaza strict indicatiile lui Nu e de mirare ca disperarea si durerile lui Isabelle s-au accentuat în zilele urmatoare Ulterior, când la recomandarea altui medic si-a facut diverse analize, nu s-au gasit nici un fel de probleme în sânge sau anomalii la ultrasunetele facute pentru intestin A mai asteptat cu cura de antibiotice si a gasit o psihoterapeuta cu care a reusit sa prelucreze socul care declansase boala A reusit sa-si exprime emotiile si sentimentele foarte puternice care au dus-o înapoi la situatii din copilaria timpurie Deja dupa câteva saptamâni simptomele din zona colonului slabisera si ea a început sa înteleaga tot mai bine cum în toate acele boli se reflecta restristea copilariei ei Bineînteles ca nu întotdeauna pot fi gasite în scurt timp cauzele multiple ale unei asemenea îmbolnaviri, dar când acest lucru reuseste, urmarile sunt uluitoare Conditia sine qua non este în orice caz ca pacientul sa fie pregatit sa mearga pe acest drum Dar la fel de important este ca sansele terapeutice ale unei asemenea metode, ale vorbitului si ascultatului, sa nu fie ignorate Am ales tocmai aceasta întâmplare, din multitudinea de alte întâmplari cu medicii care mi-au fost povestite de pacienti, deoarece evidentiaza atât de clar o dinamica ce de multe ori îi scapa pacientului suferind si care este si menita sa-i scape Aceasta dinamica se naste din nevoia medicilor de a-si musamaliza propriile temeri si sentimente de neputinta si în acest fel de a-si salva prestigiul Am convingerea ca prezentarea foarte clara a rolului distructiv jucat de medicina în viata Isabellei l-a confruntat pe medic cu o problematica la care el probabil nu reflectase niciodata, cu care nu voia sa se confrunte sau la care pur si simplu nu a facut omeneste fata La început el a parut gata sa se dedice istoricului bolilor pacientei, în speranta ca ea va descrie ca si majoritatea celorlalti pacienti simptome pe care el învatase la universitate cum sa le trateze Dar ea a vorbit despre cu totul alte lucruri, i-a aratat cum tratamentele medicale i-au tot distrus organele, cum au obligat-o la tot felul de operatii care se parea ca la rândul lor faceau necesare alte operatii Este improbabil ca acel medic sa nu fi auzit niciodata de cazuri asemanatoare de-a lungul studiului si practicarii meseriei lui Dar fundalul psihic se pare ca îi era necunoscut, probabil fiindca la universitate nu se preda despre modul cum în autodistrugerea necrutatoare a unui pacient se reflecta istoria tragica a copilariei acestuia Se poate vorbi aici de autodistrugere? Se poate apara un pacient de operatii care nu numai ca îi sunt recomandate urgent de mai multi specialisti, dar îi sunt impuse ca singura sansa de supravietuire? Unde sa caute sfaturi daca nu la aceste autoritati în materie? De acord, un om care a trait în copilarie cu parinti care au putut sa-si prelucreze propriile temeri si celelalte sentimente fara sa le transfere asupra copilului va observa imediat ca în cazul relatat aici medicul încearca doar sa transfere frica lui asupra pacientei Tocmai pentru ca un om care a crescut fara mistificari si maltratari nu a trait acest tipar de reactie în copilarie, el si-a dezvoltat capacitatea de a demasca orice manipulare inconstienta Dar probabil ca nici nu va suferi de enterite cronice daca a putut articula în copilarie ceea ce simtea De aceea asemenea oameni intra foarte rar în categoria pacientilor cu boli psihosomatice, care, dimpotriva, au fost nevoiti în copilarie sa-si dezvolte un cu totul alt comportament, si anume sa nu puna întrebari, sa preia temerile altora, sa tolereze contradictii si sa se supuna sistemului autoritatii Si poate ca sunt siliti sa faca toata viata acest lucru, daca împrejurari favorabile nu le înlesnesc o noua orientare Pentru Isabelle discutia cu medicul internist a reprezentat un punct de cotitura Ea remarcase foarte bine ceea ce lui îi scapase în relatarea ei si a realizat ca acum depindea de ea sa traga concluziile Nu putea pretinde ca un strain, chiar medic de renume fiind, sa reuseasca în zece minute sa capete o privire de ansamblu asupra tragediei ei Nu era nici pregatit, nici motivat pentru acest lucru Era sarcina ei sa descifreze mesajul propriului trup Numai ea putea si trebuia sa realizeze acest lucru A devenit tot mai constienta ca simptomele îi povesteau ceva din copilaria foarte timpurie si ca pentru a se apropia de istoria lor avea nevoie de un însotitor competent Simtea ca nu ar fi putut scoate la iveala si suporta de una singura durerile copilului din ea Trebuia sa gaseasca un martor caruia sa îi poata spuna »Uite, asta este ce mi s-a întâmplat« si care sa fie dispus sa ia totul în serios deoarece a trait si el asa ceva în copilarie Când Isabelle a reusit în sfârsit sa gaseasca un asemenea însotitor si sa prelucreze emotional socul trait cu multe luni în urma, a reusit cu acest ajutor sa descopere si sentimentul absolut de neajutorare în care îsi petrecuse copilaria Dupa ce Isabelle îsi idealizase tatal timp de cincizeci de ani, a reusit în sfârsit cu ajutorul terapeutei sa permita adevarului sa iasa la iveala Tatal ei, un dermatolog renumit, abuzase sexual de ea în primii ani de viata si, fiindca ea nu putuse sa vorbeasca despre sentimentele ei cu nimeni, suferise foarte des de dureri de burta si constipatie Reactia tatalui fusese sa-i faca clisme, care-i provocau alte dureri În plus tatal îi pretindea la acele clisme sa tina în ea cât mai mult fecalele La nivel simbolic acest lucru însemna pentru copil sa trebuiasca sa taca, sa ramâna singura cu torturile si sa se supuna autoritatii tatalui Însa autoritatea aceasta nu se manifesta în nici un caz prin brutalitate deschisa, ci în special prin ignorarea personalitatii copilului Tatal o degradase la rolul unui obiect de la care el îsi obtinea satisfactia, fara a se interesa cîtusi de putin de consecintele faptelor lui pentru viata ei Una din consecinte era aceea ca Isabelle se supusese decenii întregi doctorilor asa cum fusese nevoita în copilarie sa se supuna tatalui Pe atunci nu avusese de ales, deoarece mama ei nu o protejase Dar de ce si mai târziu? Ca femeie adulta si culta ar fi avut fara îndoiala posibilitatea sa îsi aleaga un medic (barbat sau femeie) care s-o asculte cu adevarat De ce nu a facut-o niciodata? Astazi este de parere ca nu a putut s-o faca pâna nu a vazut cum se purtase tatal ei cu adevarat cu ea A venit la mine dupa ce citise cartea scrisa de Marie-France Hirigoyen, Mastile mârsaviei, si fusese de parere ca în sfârsit a gasit cheia care sa-i permita accesul la viata ei Isabelle tocmai absolvise o psihanaliza clasica, al carei rezultat era ca fusese capabila sa spuna pe nume »greselilor« parintilor ei, dar ca adult fusese nevoita sa le înteleaga Boala de colon la cincizeci de ani, seria de operatii si lectura cartii mentionate i-au demonstrat ca îsi distruge viata daca mai încearca sa mentina în viata imaginea idealizata a tatalui si sa ignore semnalele corpului În Mastile mârsaviei Isabelle a gasit descrierea unei perversiuni ale carei caracteristici îi erau binecunoscute trupului ei Ratiunea însa refuza sa constientizeze caracterul tatalui ei Acest refuz a facut sa fie necesar ca durerile fizice sa nu înceteze pâna când Isabelle nu s-a confruntat cu întregul adevar Abia dupa descoperirea situatiei timpurii din copilarie a înteles si de ce nimeni nu-i oferise compasiune si întelegere pentru ceea ce ea numea »socul ei« Fiindca dincolo de faptele pe care încerca sa le împartaseasca se ascundea suferinta fetitei care nu putea vorbi, care era total dependenta de întelegerea adultilor si fusese lasata singura Astfel Isabelle a simtit socul, dar întreaga dimensiune a trairii i-a ramas si ei inaccesibila atâta vreme cât a vrut sa-si pastreze cu orice pret iubirea pentru tatal ei Vazând lucrurile din afara, nu se întâmplase de fapt nimic spectaculos, nici un accident, nici un infarct, nici un eveniment care sa-i asigure imediat compasiunea oamenilor din jur Ceea ce o lovise pe Isabelle ca un fulger din senin fusese realizarea ca se lasase prada unui tipar care-i distrugea viata, sanatatea si relatiile Pentru a explica mai clar cum ajunsese la aceasta realizare, trebuie sa relatez aici câteva detalii Socul a avut loc când Isabelle si trupa ei de teatru se dusesera pentru a juca o piesa la Dublin, orasul unde îsi traise ea copilaria Ea îsi propusese sa-l viziteze pe vechiul ei prieten John, despre care întotdeauna simtise ca o simpatiza si o întelegea Cei doi se pierdusera din vedere cu treizeci de ani în urma, când Isabelle emigrase în SUA Acolo ea se casatorise, nascuse doi baieti, însa divortase de sotul ei Bernhard dupa o casnicie scurta Se gândea rar la John, deoarece Irlanda îi devenise straina între timp, dar când o facea se simtea întotdeauna cuprinsa de gânduri calde Uneori se întreba: De ce nu am ramas cu John? El m-a iubit cu adevarat Oare am fugit de propriul meu noroc? In imaginatia ei îl vedea pe John tot ca pe tânarul timid si visator pe care ea îl admira si care nu avea nici un fel de pretentii de la ea Partenerul ei din prezent, Peter, era cu totul altfel, avea nevoie permanent de confirmarea ei si devenea furios la cele mai mici frustrari El nu o însotise pentru piesa din Dublin, deci Isabelle era pregatita s-o „reîntâlneasca” pe fetita care tocmai iesise de la scoala de calugarite În sfârsit libera, voia sa uite totul cât mai repede: bataile, umilintele, controlul permanent si camera întunecata în care fusese de atâtea ori încuiata pentru cel mai mic semn de rebeliune Iar acum ea voia sa auda de la John cât simtise el pe vremea aceea din furia ei, din teama si singuratatea ei Dar John nu observase nimic Acum, la întâlnirea lor în Dublin, el chiar a încercat sa-i scoata din cap propriile amintiri »Nu, te înseli«, i-a spus el, »pe atunci erai vesela, plina de viata, relaxata, nu se vedea absolut nici o suferinta la tine Nu mai stii cum dansam, cum mergeam la concerte, la teatru? Erai curioasa si aveai pofta de viata, iar eu te-am admirat foarte mult « Isabelle n-a stiut, nu stia înca de ce s-a simtit dezamagita El era prietenos si spunea adevarul Pe vremea aceea el vazuse numai ce-l lasase ea sa vada Totusi, dupa aceasta întâlnire Isabelle se trezise în mijlocul noptii într-un hotel strain din Dublin, orasul copilariei ei, cu puternice colici intestinale N-a vrut sa cheme un medic, fiindca simtea ca durerile aveau o legatura cu revederea cu John, dar nu stia ce anume îi provocase socul Abia catre dimineata, când a izbucnit disperata în lacrimi, durerea sufleteasca a cuprins-o treptat si crampele au încetat aproape imediat Treptat i-au revenit si cuvintele: »Nici macar John nu mi-a vazut suferinta, el vedea în mine doar fetita vesela, ceea ce uneori eram, dar în multe am jucat teatru si fata de el si fata de mine Nimeni nu m-a vazut niciodata, întotdeauna fusesem absolut singura cu tot ce ma ranea « Speranta de a întâlni în John un martor initiat se dovedise o iluzie Isabelle a plâns atât de violent cum n-o mai facuse niciodata în viata ei Pentru a nu fi singura cu aceasta suferinta a vrut sa-l sune pe Peter Dar, plina de menajamente cum era, nu a vrut sa-l trezeasca A asteptat înca sapte ore, sa se faca ziua si în Chicago, si l-a întrebat daca poate s-o asculte putin, ca acum are nevoie de asta pentru a nu plânge singura Nu i-a venit usor sa-l roage pe Peter sa faca asta pentru ea, n-o mai facuse niciodata, dar nevoia de a primi un semn de compasiune de la cineva apropiat era în acel moment atât de puternica, încât a renuntat la orice precautie Mai târziu mi-a spus: »Evident ca îmi doream întelegere, fiindca eu însami nu ma puteam întelege, nu puteam pricepe de ce un motiv »marunt« provocase brusc o asemenea cascada de lacrimi, dar chiar si fara întelegere mi-ar fi facut bine sa aud un cuvânt bun de la Peter Cu toate acestea, ceea ce am auzit au fost reprosuri brutale In mod evident telefonul meu îl suprasolicitase total Ce-mi venise, sa-l iau asa prin surprindere, ca el acum trebuie sa se duca la biroul lui de avocati si acolo o sa aiba de ascultat destule griji Eu dramatizez totul, oare nu-mi ajung tragediile de pe scena? În fond el ma sfatuise sa nu fac aceasta calatorie, dar eu oricum nu-l ascult niciodata Si în afara de asta e perfect normal ca o vizita în orasul natal sa declanseze amintiri, asta trece repede « Dupa acea convorbire Isabelle a încercat ca de obicei sa înteleaga situatia lui Peter, suprasolicitarea, poate chiar teama în fata intensitatii sentimentelor ei, dar corpul ei nu mai voia sa fie complice si i-a semnalizat imediat dezamagirea cu noi colici, care au obligat-o sa mearga la un doctor Acesta i-a dat medicamente homeopatice si în ciuda noptii nedormite Isabelle a putut iesi pe scena în seara urmatoare, însa era atât de epuizata si de îndoliata sufleteste încât a doua zi s-a întors acasa În Chicago durerile s-au prezentat din nou si în felul acesta boala a devenit »cronica« A fost la nenumarati medici, a înghitit nenumarate pastile, pâna când a întâlnit-o pe psihoterapeuta la care a putut realiza ce însemnase pentru viata ei de pâna atunci abuzul sexual al tatalui Eu nu sunt de parere ca simpla revelare a incestului ar fi fost de ajuns pentru a o vindeca pe Isabelle Aceasta descoperire, însotita de sentimente puternice legate de ea, era cu siguranta o conditie necesara, dar nu suficienta pentru vindecare Hotarâtor a fost faptul ca aceasta descoperire i-a înlesnit Isabellei un întreg sir de alte descoperiri si decizii, iluminând dintr-o data toate relatiile ei cu barbatii de pâna atunci, care fusesera influentate de acest abuz timpuriu si de neîncrederea ei Aceasta descoperire i-a dat posibilitatea sa-si revizuiasca pozitia si vizavi de Peter Prin prisma cutremurului emotional din Dublin si a reactiei de respingere si lipsite de empatie a lui Peter la telefon, Isabelle a realizat cât de mult suferise când barbatii ignorau realitatea ei Dar a putut sa realizeze si cât de mare era contributia ei, prin faptul ca simulase în fata lor o cu totul alta Isabelle Pentru John ea era camarada vesela si fara probleme din tinerete, pentru fostul sot Bernhard si ulterior pentru Peter era obiectul disponibil care în aparenta nu avea nevoie de nimic de la ei Cu cei doi fii acelasi comportament rezulta de la sine din rolul ei de mama Însa culmea, tocmai aici, unde disponibilitatea ar fi fost de fapt îndreptatita, ea îsi permitea câteodata sa le refuze copiilor dragostea ei, ceea ce pentru copii era de neînteles, iar pe ea o facea de asemenea sa sufere Isabelle nu putea sa-si exprime adevaratele sentimente decât în meseria ei, dar atunci ele apartineau în mod tragic personajelor pe care le interpreta Ea însasi nu avea nici un drept la propria identitate I se refuzase copilului din ea foarte devreme acest drept de la sine înteles si de aceea ea însasi a continuat sa si-l refuze timp de cincizeci de ani Colicile intestinale nemiloase care aparusera pentru prima oara în noaptea de dupa întâlnirea cu John o confruntasera pe Isabelle cu întrebarea: Cine sunt eu de fapt? De ce nu exist în totalitate în toate relatiile mele? Sufar atunci când ceilalti nu ma vad, dar cum ar putea ceilalti sa ma vada daca eu nu ma arat, daca eu îmi ascund adevarata fiinta? Si de ce fac asta? Mai târziu, la terapie, Isabelle si-a putut da raspunsuri la acele întrebari Acolo a realizat treptat ca fusese nevoita demult, poate înca de când se nascuse, sa elaboreze o strategie de supravietuire, pentru a se apara de durerea copilului pe care parintii nu îl percepusera niciodata ca fiinta, ci îl folosisera doar pentru satisfacerea propriilor lor nevoi Pentru a evita aceasta suferinta, Isabelle învatase sa-si elimine propriile ei sentimente si nevoi, sa le ascunda de altii si de ea însasi si pur si simplu sa nu mai fie prezenta, sa nu mai existe deloc Astazi Isabelle spune ca a fost ca si cum s-ar fi sinucis si este de parere ca ea în copilarie efectuase o scindare a propriei personalitati Prin terapie Isabelle a înteles ca facuse acest lucru înca de când tatal ei abuzase sexual de ea, ca atunci învatase ea sa-si ascunda adevarata fiinta de omul pe care-l iubea si care o ranea pâna în adâncul sufletului prin faptul ca atingerile lui nu îi erau adresate ei ca persoana Femeia de cincizeci de ani a putut în acel moment sa ma priveasca în ochi si sa spuna: »Simt nevoia s-o spun, mai ales în fata dvs , fiindca ati scris Sa nu realizezi: trupul meu nu era pentru el nimic altceva decât un instrument de masturbare Va puteti imagina ce simte cineva care descopera asa ceva? Nici macar o secunda nu s-a gândit ca prin asta îmi distruge viata, fiindca pentru el eu nu existam ca persoana, ca om cu simtire Înca ma doare când rostesc aceste cuvinte, dar a fost absolut necesar sa ma eliberez în sfârsit de autoiluzionarea ca tatal meu m-ar fi iubit Am simtit aceasta durere pentru prima oara constient atunci când am auzit de la John ca el vazuse în mine doar fetita vesela Acum îmi pare bine de acea noapte în Dublin, fiindca mai am totusi o bucata de viata în fata si vreau s-o eliberez de acest blestem Nu mai am nevoie sa ma ascund, fiindca nu mai am nevoie sa ma protejez de ceva ce deja s-a întâmplat Atâta timp însa cât a trebuit sa refulez radical acest lucru, mi-am cautat permanent parteneri care de fapt nu pe mine ma voiau Acum am încetat sa mai joc rolul fetitei cuminti Am încetat sa-mi mai caut identitatea în rolurile de teatru Am îndraznit în sfârsit sa fiu si sa traiesc ceea ce sunt De atunci nu am mai avut niciodata colici « Când în urma cu peste o suta de ani Freud descoperea ca nevrozele erau foarte des rezultatele experientelor incestuoase refulate, el era înca de parere ca este suficient sa anulam refularea si negarea – la nevoie cu ajutorul hipnozei – pentru a obtine vindecarea pacientei Cum în majoritatea cazurilor acest lucru nu reusea, el a renuntat la ipoteza originii nevrozelor în negarea copilariei traumatice si a dezvoltat psihanaliza, care se stie ca respinge aceasta ipoteza Eu sunt de parere ca povestea Isabellei ne ajuta sa întelegem de ce pacientelor lui Freud nu le-a reusit bresa Nu este de ajuns sa renunti la refulare (si în nici un caz cu ajutorul hipnozei, care adesea ignora arbitrar barierele sistemului defensiv) pentru a te elibera de cele mai vechi strategii de supravietuire si pentru a-i deschide copilului odinioara înselat drumul spre încredere Nici masuri educative, nici sfaturi bune nu sunt de ajuns pentru a-l încuraja pe copilul ascuns în interiorul adultului sa se respecte pe sine însusi Nu atâta vreme cât trupul ramâne singur cu ceea ce stie Abia descoperirea adevarului si a consecintei logice a strategiilor copilului înlesneste eliberarea de respectivele strategii si de repetarile aproape automate din prezent Si abia în siguranta prezentei unui însotitor integru se poate întâmpla acest lucru Pentru procesul vindecarii sunt necesare ambele aspecte: confruntarea cu copilaria traumatica, dar si revelarea nenumaratelor mecanisme defensive a caror constructie a fost absolut indispensabila pentru a-l proteja pe copil de suferintele insuportabile Adultul însa le poate duce la îndeplinire pe amândoua Isabelle a înteles demult ca asteptarile ei îl suprasolicitasera pe acel medic internist Astazi ea spune ca nu-i mai ia acestuia limitele în nume de rau Dar este de parere ca i-ar fi ajutat cu siguranta daca el ar fi putut sa-i spuna: Pareti a fi pe drumul cel bun Intestinul este deosebit de sensibil si reactioneaza foarte des la suferinte sufletesti cu crampe Încercati sa vorbiti cu un specialist despre socul suferit Fie si numai acest lucru poate avea efecte pozitive Sunt ferm convinsa ca multe operatii si tragedii ar putea fi evitate daca medicii ar fi mai pregatiti sa ia aceasta atitudine, în loc de a-i inocula teama pacientului, fara a se ocupa de istoria acestuia Nimeni nu pretinde unui internist sa gaseasca solutia unui asemenea caz complicat ca al Isabellei sau sa-i înlesneasca pacientei nu numai accesul la motivele emotionale ale simptomelor, dar si la descoperirea originii acelor emotii în istoria copilariei Dar i-ar fi fost ei mult mai usor sa dea de urma adevaratelor motive ale îmbolnavirii daca medicul si-ar fi respectat limitele si ar fi avut cea mai mica idee de psihosomatica În schimb el s-a limitat la exercitiul autoritatii si la delegarea propriilor sale temerilor asupra pacientei Cu acest capitol nu am vrut nicidecum sa fac reclama la medicina alternativa Nimic mai departe de intentiile mele Am vrut doar sa demonstrez cu ajutorul exemplelor ca si medicina poate profita atunci când factorul copilarie nu mai este neglijat, ci inclus în pregatirea medicilor Acelasi lucru este valabil bineînteles si pentru psihoterapie 2 Ocolirea realitatii copilariei în domeniul psihoterapiei Profanii considera probabil ca este de la sine înteles ca psihoterapeutii se ocupa cu istoria copilariei clientilor Dar aceasta nu este în nici un caz regula, ci dimpotriva, exista nenumarate tendinte în psihoterapie care exclud copilaria din activitatea lor sau o abordeaza doar ocazional, atunci când este inevitabil Foarte multi terapeuti sunt chiar de parere ca preocuparea pentru copilarie este daunatoare, fiindca pacientul s-ar simti victima în loc sa se simta omul adult si responsabil care este acum Si eu sunt convinsa ca un om adult este responsabil pentru comportamentul lui si ca numai în copilarie a fost o victima neajutorata Însa dupa parerea mea tocmai cunoasterea propriei istorii îl poate ajuta sa înteleaga de ce înca se simte victima Prin psihoterapie el poate învata sa înteleaga acest lucru si apoi sa renunte la postura de victima Se pare ca exista oameni pe care terapia comportamentala (Verhaltenstherapie) i-a ajutat sa scape de temeri si acestia pot fi cu siguranta felicitati Dar multi oameni nu au parte de asa ceva; acestia nu se pot elibera de depresii nici prin medicamente, fiindca pentru ei este mai important sa afle cine sunt si de ce au devenit asa cum sunt decât sa nu mai fie depresivi Pentru acesti oameni preocuparea cu propria copilarie poate însemna o mina de aur si este foarte regretabil ca în ziua de azi pregatirea psihiatrica pune accentul pe administrarea de medicamente (Luhrmann) Este evident ca o doza regulata de dopamin va fi primita de un pacient ca o binecuvântare atunci când creierul lui nu produce aceasta substanta Dar în acest mod nu se raspunde la întrebarea de ce creierul lui nu o mai produce Raspunsul la aceasta întrebare ar putea contine însa cheia catre adevarata vindecare Se prea poate ca un remediu bine preparat sa ajute temporar, mai ales când pacientul nu este interesat de cauzele bolii sale În acest caz poate ca medicul nu are de ales decât sa-i prescrie acestuia medicamente Multi psihiatri fac însa acest lucru chiar si atunci când explorarea în sine este posibila Eu consider ca tendinta actuala de a însoti psihoterapiile cu medicamente este problematica, deoarece majoritatea sedativelor slabesc interesul pacientului fata de copilaria traumatica, respectiv îi întuneca si mai mult realitatea copilariei si prin aceasta pun în pericol pe termen lung un posibil succes al psihoterapiei Cunosc o familie în care femeia a tot suferit timp de douazeci de ani de depresii grave, care o tintuiau chiar la pat pentru anumite perioade de timp, deoarece refuza si mâncarea si abia avea putere sa se ridice din pat Nenumarati medici au tratat-o, cu medicamente si cu discutii Au urmat din când în când îmbunatatiri (remisiuni), dar si recidive de o violenta înspaimântatoare Intâlnindu-l odata întâmplator pe sotul ei si întrebându-l de starea ei, mi-a spus disperat ca nu mai poate sa asiste la autodistrugerea ei L-am întrebat daca în terapiile facute ea a descoperit ceva legat de copilaria pe care a avut-o »Doamne fereste«, mi-a raspuns el, »asta ar ucide-o « El îi cunostea pe ambii ei parinti, care fusesera foarte tiranici cu fiica lor Acest barbat avea împreuna cu sotia lui o agentie de voiaj Când am mai sunat altadata, mi-a raspuns femeia si mi-a atras atentia schimbarea în vocea ei Am întrebat-o cum se simte si mi-a spus ca de un an de zile nu mai are depresii, desi afacerile nu mergeau prea bine Starea ei se schimbase în bine la scurt timp dupa ce gasise o terapeuta care nu-i administrase pastile, ci o lasase sa povesteasca despre copilaria ei Aceasta femeie a suferit o perioada, însa a simtit permanent ca are pe cineva alaturi si în felul asta a reusit sa descopere originea bolii Acum se simtea mult mai puternica, câstigase în greutate si mai presus de toate era fericita ca stia ce simte si nu mai avea senzatia ca se înstraineaza de ea însasi prin medicamente Întrucât nu stia ca eu fusesem psihanalista si nu-mi cunostea nici cartile, mi-a povestit foarte dezinvolta »Imaginati-va«, mi-a spus, »ca ani de zile mi-am chinuit trupul, mi-am distrus bucuria de a trai, mi-am stricat orice bucurii si m-am agatat mereu de ideea ca parintii mei m-ar fi iubit Prin terapie mi s-au darâmat iluziile si acum vad ce pret platisem pentru acele iluzii Dintr-o data am putere, îmi pot purta de grija si nu mai sunt victima Dar acum vad ca ani de zile m-am purtat fara inima cu mine însami, fara sa-mi dau seama de acest lucru « Da, aceasta femeie se comportase fata de propriul ei trup asa cum o tratasera parintii pe ea în copilarie Nu avusese voie sa se bucure de viata, fusese nevoita sa le asculte ordinele, aproape îsi ruinase sanatatea, nu avusese voie sa observe nimic, sa înteleaga nimic din ceea ce se întâmpla, nu avusese voie sa vada ca devenise o victima, victima istoriei tragice a parintilor ei, care fusesera si ei cândva copii tiranizati Depresia si anorexia îi permisesera fiicei sa vegeteze în continuare în acea constructie de autoiluzionare, însa nu si sa traiasca cu adevarat Sotul ei, care o iubea si voia s-o ajute, credea ca si medicii si psihiatrii precedenti ca trebuie s-o crute de adevar, ca ea nu ar suporta adevarul si ca ar fi prea slaba pentru asta Si cu toate acestea tocmai adevarul a salvat-o Când nu a mai fost nevoita sa se minta, a gasit puterea de a recunoaste atât de clar opera de distrugere a parintilor ei încât nu a mai fost nevoie s-o continue ea Cardiologul Dean Ornisch scrie în cartea sa Dragoste si supravietuire ca oamenii bolnavi de inima care traiesc în relatii stabile au mai mari sanse de supravietuire decât cei care traiesc singuri, ilustrând aceasta afirmatie cu date statistice Fara îndoiala are dreptate cu constatarea ca dragostea este cel mai efectiv medicament Însa faptul de a trai în cercul familiei si nu singur nu spune înca nimic despre capacitatea de iubire a omului bolnav Exemplul descris mai sus arata ca, în ciuda îngrijirilor sotului si fiicei ei, acea femeie a fost în fond tot singura atâta vreme cât nu a fost capabila sa gaseasca accesul la propriul adevar, la adevaratele ei sentimentele si nevoi Ea se gasea într-o lupta continua cu ceea ce corpul ei stia, dar constientul nu putea accepta Avea un barbat iubitor si voia sa-l iubeasca, asa cum voia sa-si iubeasca si fiica, însa capacitatea ei de a iubi era blocata de aceasta lupta din ea Abia când s-a hotarât pentru adevar s-a eliberat si de acest blocaj Cu tot respectul cuvenit pentru ceea ce s-a spus si s-a scris de milenii încoace despre puterea dragostei, nu avem voie sa uitam ca doar bunavointa si dorinta nu sunt de ajuns pentru ca un om care se saboteaza singur în permanenta sa se deschida în fata iubirii Ar trebui, dimpotriva, sa realizam ca aceasta lupta disperata nu ar avea loc daca fiinta adevarata a acelui om nu ar fi fost sugrumata în copilarie Si în activitatea psihoterapeutica, si mai ales aici, se poate scoate la lumina dupa parerea mea originea evolutiei tragice a unui om, atunci când clientul doreste asta si terapeutul a parcurs si el deja acest drum Atunci el va sti ce pericole pândesc pe acest drum si ca nu pentru oricine este necesar sau recomandabil sa se expuna unor regresii profunde Uneori si priviri de ansamblu scurte în realitatea copilariei pot avea efect terapeutic, cu conditia ca ele sa fie însotite de sentimente care pot fi traite în prezenta unui om întelegator În caz contrar ele ar fi echivalente cu o noua traumatizare Preocuparea cu problemele prezente duce mereu la indicatii despre primele influente cauzate de realitatea traumatica a copilariei Treptat se creeaza o situatie în care clientul descopera cum a fost initial programat sa se teama, sa se supuna, sa se adapteze, sa se renege pe sine însusi, sa fie orb si apoi se poate elibera de acea programare Presupusa eliberare prin asa-numita programare neurolingvistica (NLP), prin terapia comportamentala si multe alte metode ramâne de exemplu temporara în cadrul tehnicilor automanipulative daca aceasta cunoastere lipseste Efectul pozitiv al metodelor de mai sus poate dura mult în anumite împrejurari, în conditii exterioare favorabile chiar foarte mult, dar constrângerea de a transmite mai departe experienta traumatica a copilariei si de a o repeta cu sine însusi, cu propriii copii sau cu alti oameni nu se vindeca astfel De îndata ce conditiile exterioare se înrautatesc, constrângerea de repetare poate deveni din nou activa si automanipularea învatata nu mai face fata Si cum ar putea fi altfel, când trupul nostru cunoaste în fond întreaga noastra istorie, dar adaposteste un suflet care vrea sa ne stapâneasca si sa ne dirijeze total, asa cum a învatat copilul de la parinti în primele luni si în primii ani de viata? Din aceasta cauza corpul nu are de ales decât sa cedeze, sa se adapteze si sa se supuna Din când în când însa poate semnaliza ca este în pericol cu ajutorul simptomelor, asa cum facea si copilul când dadea rezultate proaste la scoala, când era des bolnav si parintii nu stiau ce e cu el Ce-i drept, cu cât se manifesta mai puternic nevoia de autoritate a parintilor, menita sa musamalizeze propria lor neputinta, cu atât limbajul simptomelor copilului devenea mai de neînteles si mai mascat, astfel încât nu se putea crea o comunicare autentica Abia când dispare dorinta de autoritate va putea si nevoia copilului sa se articuleze direct Dupa parerea mea într-o psihoterapie efectiva trebuie macar sa i se înlesneasca pacientului aceasta articulare a restristei din copilarie Daca vrem sa evadam din adevarul pe care îl purtam în noi însine nu vom ajunge prea departe Adevarul ne va însoti mereu în aceasta fuga, ne va provoca suferinte, ne va îndemna sa facem lucruri pe care le regretam, ne va accentua confuzia si ne va slabi încrederea în noi însine Daca însa ne confruntam cu acest adevar, avem posibilitatea sa recunoastem în sfârsit ce a fost si ce a lipsit si ce a dus la o viata golita emotional Viata copiilor vatamati de timpuriu nu este niciodata usoara Proprietara agentiei de voiaj a recidivat într-o depresie grava atunci când ea si sotul au fost nevoiti sa se mute din casa în care ea crescuse Unele simptome reaparusera, dar în final ea a reusit sa realizeze sensul lor si sa-si regaseasca orientarea în scurt timp, fara a fi nevoita sa se teama de o catastrofa Astfel de temeri nu pot fi însa eliminate atunci când clientul simte temerile terapeutului fata de propria lui copilarie, când clientul se identifica cu aceste temeri si, în loc sa-si înteleaga copilaria retraind-o ca adult, se pierde din nou în panica acelei copilarii traumatice Analiza sistematica a istoriei copilariei îi creeaza clientului un cadru de referinta care-i permite sa înteleaga si sa clasifice tot mai bine ceea ce-l paralizeaza din când în cînd Brigitte, o colega în pregatire, mi-a istorisit odata o întâmplare care ilustreaza aceste gânduri Cu permisiunea ei încerc s-o prezint într-o forma putin modificata: Un coleg, A, i-a povestit ca un alt coleg, X, ar fi implicat într-un proces de abuz sexual Ea l-a întrebat pe A daca îi permite sa se intereseze ea direct la X în ce masura acest zvon este adevarat A i-a dat permisiunea Astfel ea a intrat în contact cu X, care a informat-o exact ce se întâmplase X era directorul unei institutii care intermedia adoptiuni pentru copii maltratati Într-unul din cazuri s-a dovedit ca parintii adoptivi îl maltratasera pe copil X a relatat ca acei parinti deja erau în închisoare Initial fusese si el facut vinovat ca director al acelei institutii, dar între timp fusese disculpat În acel moment s-a aratat foarte revoltat si s-a hotarât sa-l dea în judecata pe A pentru defaimare Imediat A a cazut în tiparul de comportament din copilarie A sunat-o pe Brigitte si i-a prezentat întreaga paleta a educatiei lui: ca el stie ca ea dintotdeauna a avut ceva cu el si acum vrea sa-l distruga Când ea l-a întrebat daca-si aminteste ca el însusi îi daduse permisiunea de a se interesa de cazul respectiv, el i-a tipat în telefon: »Nu vorbesc cu tine Sunt revoltat si scârbit de ceea ce ai facut « Ea l-a întrebat daca el în locul ei nu ar fi procedat la fel »Nu as fi facut niciodata ceva atât de îngrozitor«, a spus el si a repetat: »Nu mai vorbesc cu tine « Ea a afirmat ca totusi el a vrut sa discute cu ea, din moment ce a sunat-o »Nu«, a spus el, »am vrut doar sa-ti comunic parerea mea, dar cu cineva ca tine nu vorbesc « Brigitte a avut sentimentul ca auzea un tata furios, care nu-si lasa copilul sa scoata nici un cuvânt, si a presupus ca lui A i se întâmplase des asa ceva Dar era oare posibil ca el sa nu fie constient de acest lucru? A si X erau psihiatri în devenire Brigitte a fost surprinsa de iesirea necontrolata a lui A si de incapacitatea lui de a realiza ca de fapt el era singurul responsabil pentru cele întâmplate Usurinta cu care el o alesese ca tinta a atacului era pentru ea explicabila prin faptul ca el intrase într-o regresie, în care transferase asupra ei întreaga lui furie asupra propriei mame, care îl lasase odinioara pe mâna tatalui violent Perceptia lui asupra prezentului era evident puternic deformata, deoarece realitatea copilariei si sentimentele de panica ale copilului batut fusesera provocate dintr-odata de scrisoarea de amenintare a lui X Cuprins de teama atotputernica, el era incapabil sa mai gândeasca clar si sa-si realizeze propria raspundere În finalul convorbirii, Brigitte a mai apucat sa adauge: »Te porti cu mine de parca ti-as fi dusman, dar nu sunt dusmanul tau Sper ca vei întelege acest lucru, când ti se va mai potoli furia « A doua zi A a sunat-o si era cu totul schimbat Terapeuta lui îl ajutase sa redacteze o scrisoare amabila catre X, în care îi dadea acestuia numele celor doua persoane care îl informasera gresit si îsi cerea scuze pentru comportamentul lui De asemenea a rugat-o pe Brigite sa-l ierte ca o atacase atât de vehement si a afirmat ca nu stia nici el ce îl apucase dintr-o data, ca în ultima vreme era foarte surmenat Brigitte a încercat sa-si exprime impresia ca în timpul convorbirii telefonice din ziua precedenta se simtise ca un copil care explica motivele propriului comportament si vrea sa le reaminteasca parintilor de aprobarea lor, dar parintii nu-l lasa sa vorbeasca pâna la capat I-a spus ca ea cunoaste asemenea situatii din proprie experienta si din relatarile clientilor ei »Stiu«, i-a spus A, »tu explici totul prin copilarie, dar izbucnirea mea fata de tine nu are nimic de-a face cu copilaria mea, chiar daca am fost batut foarte des mai demult Terapeuta mea a fost de parere ca te-am atacat fiindca esti femeie si fiindca de tine mi-a fost mai putin frica decât de barbatul care ma amenintase « Brigitte era bucuroasa, dar în acelasi timp surprinsa ca problema se rezolvase fara mare bataie de cap Pentru ea era de la sine înteles ca A vorbise cu ea initial în realitatea copilariei lui Ea s-a gândit ca era foarte plauzibil ca un tata care nu-si tinea în frâu nervii si nu-l lasa pe copil sa vorbeasca sa-i fi provocat frecvent acestuia o asemenea panica Era foarte plauzibil ca numai atacînd-o pe mama lui el sa-si fi salvat viata Aceasta realitate, în ciuda faptului ca îi declansase emotii puternice, parea sa lipseasca în continuare din constientul lui Întrucât terapeuta lui îi oferea interpretari feministe, A se lasa mânat de emotiile lui fara a le putea întelege Am întâlnit multe asemenea tipare de comportament Fiecare din noi cunoaste puterea negarii si eu însami am descoperit-o la mine de nenumarate ori Însa terapeutul nu are voie sa împartaseasca negarea pacientului Pregatirea lui profesionala poate sa-l ajute sa realizeze realitatea de odinioara a pacientului în izbucnirile lui distructive sau autodistructive si sa i-o arate acestuia Fiecare din noi are barierele lui si se duce la un terapeut pentru a le identifica Terapeutul nu trebuie sa fie atotstiutor, este si el un om cu limitele lui, dar întrucât el nu are de depasit aceleasi obstacole ca si clientul sau, îl poate ajuta pe acesta sa-si reduca treptat negarea Am citat exemplul cu Brigitte atât de amanuntit pentru ca doresc sa arat ca pâna si psihoterapeutii în devenire, care se afla în terapie ei însisi, evita tema traumatizarii prin umilinta si bataie în copilarie Este de înteles ca A, care – dupa cum spunea el însusi – a fost batut mult în copilarie, nu se poate lasa la discretia sentimentelor fara a avea pe cineva alaturi în acest proces Este însa regretabil ca terapeuta lui îl sustine în aceasta manevra de evitare Terapeuta lui A ar fi trebuit sa sesizeze pericolul caruia se expunea A atunci când se lasa purtat de mânia lui neînteleasa si ca urmare necontrolata si ataca sau defaima oameni care nu-i facusera nimic Pentru Brigitte, pe care o preocupase de mult timp pedagogia neagra, era evident ca A preluase tiparul de comportament al unuia dintre parinti sau al amândurora, care îl acuzau pe copil si tipau la el fara a-l lasa sa vorbeasca Poate ca A ar fi reactionat la indicatia Brigittei, poate i-ar fi dat de gândit daca terapeuta nu i-ar fi confirmat ca actiunile lui nu au nimic de-a face cu copilaria Tratamentul lui psihanalitic îi va cimenta prin urmare negarea personala si tot cu aceasta conceptie îsi va trata si el mai târziu pacientii Astfel, el nu va reusi sa scape de constrângerea repetarii, de constrângerea de a reitera tiparele parintilor lui Întrucât va lucra si el ca terapeut, pacientii lui vor intra si ei în ciclul constrângerii de repetare si nu vor profita de sansele pe care le ofera psihoterapia, sanse care apar de îndata ce emotiile refulate ale copilariei timpurii pot fi întelese în contextul lor 3 Pedepse corporale si »misiuni« politice Când i se inoculeaza unui copil convingerea ca este umilit si chinuit spre binele lui, el poate ramâne cu aceasta credinta o viata întreaga Urmarea va fi ca acest om îsi va maltrata si el propriii copii si va fi convins ca face o fapta buna Ce se întâmpla însa cu furia, cu mânia, cu durerea pe care a trebuit sa le reprime în copilarie, în timp ce era batut de parinti si trebuia sa mai si accepte acest tratament ca pe o binefacere? Toate aceste întrebari m-au apropiat de raspunsul la prima mea întrebare legata de copilarie: de unde vine raul pe lume? Mi-a devenit tot mai clar ca raul este re-creat în fiecare generatie Nou-nascutul este nevinovat Indiferent ce înclinatii poate avea, nou-nascutul nu simte dorinta de a distruge viata, ci vrea sa fie îngrijit, protejat si iubit si vrea sa iubeasca el însusi Când aceste necesitati nu sunt satisfacute, când copilul este în schimb maltratat, i se schimba macazul vietii Un om nu se simte presat spre distrugere decât când la începutul vietii lui sufletul i-a fost schingiuit Un copil care a crescut cu dragoste si respect nu este motivat pentru razboaie Raul nu face neaparat parte din natura umana Desi aceste judecati mi se pareau clare si concludente, înca mai eram sceptica, deoarece foarte putini oameni îmi împartaseau convingerile Pentru a-mi dovedi mie însami ca presupunerile mele sunt corecte, m-am îndreptat catre viata lui Adolf Hitler M-am gândit ca, daca ceea ce descoperisem se va confirma la acest om, daca as reusi sa demonstrez ca cel pe care-l consideram cel mai înfiorator criminal si exterminator în masa fusese programat de parintii lui sa devina un monstru, atunci ideea traditionala si linistitoare a predispozitiilor spre rau nu ar mai sta în picioare În cartea mea La început a fost educatia am descris copilaria lui Hitler si multi oameni au fost pusi pe gânduri O cititoare mi-a scris în acest timp: »Daca Hitler ar fi avut cinci fii, asupra carora sa se razbune pentru torturile si înselaciunile suferite în copilarie, poate nu i-ar fi cazut victima poporul evreu Toate chinurile traite odinioara se pot descarca asupra propriului copil, deoarece crima asupra sufletului propriului copil poate înca fi camuflata prin cuvinte precum educatie si disciplinare « Totusi nu toti cititorii au putut sa accepte analiza facuta de mine lui Hitler sau sa admita ca pe baza acestui exemplu extrem devine clar cum se naste raul Copii mici si nevinovati se transforma în monstri care mai târziu ameninta nu numai propria familie, ci întreaga lume Mi s-a ripostat ca multi copii sunt batuti si maltratati si nu cresc sa ajunga criminali în masa Am luat în serios aceste argumente si m-am ocupat de aspectul copiilor care supravietuiesc maltratarilor brutale fara a deveni mai târziu criminali Datorita lecturii foarte multor biografii am descoperit ca în toate cazurile în care victima nu a devenit mai târziu faptas a existat o persoana devotata copilului, care astfel i-a înlesnit acestuia receptarea nedreptatii ca atare Am numit aceasta persoana martorul salvator Când existase un asemenea martor, copilul avusese posibilitatea sa compare si sa observe ca i se facea rau si sa se identifice cu un om prietenos Un exemplu celebru îl constituie Dostoievski, al carui tata îl trata foarte brutal, însa a carui mama era caracterizata ca foarte iubitoare (AM 1998a) Acolo unde însa acea persoana lipsise, unde orice alternativa la cruzime fusese absenta, unde nici un martor salvator nu putuse confirma perceptia copilului ca i se face rau, acolo copilul fusese în cel mai mare pericol de a considera tortura îndurata ca un tratament spre binele lui si de a aplica ulterior el însusi acea tortura altor oameni fara cele mai mici scrupule Acel copil transformase ipocrizia într-o ideologie Adolf Hitler învatase în casa parinteasca sa considere bataile si umilintele ca necesare si juste, iar mai târziu, ca adult, actionase la fel, pretinzând ca trebuie sa salveze Germania prin uciderea evreilor La fel si-au ideologizat si alti dictatori actele de razbunare: Stalin »trebuia« sa elibereze Rusia de »cosmopolitii« subversivi, Napoleon trebuia sa întemeieze cu orice pret Marea Natiune, iar Milosevic »trebuia« sa faureasca Serbia Mare Orbirea societatii fata de aceste mecanisme face ca razboaiele sa fie înca posibile, deoarece cauzele lor ramân necunoscute Desi probabil toti istoricii, cel putin în Germania, stiu ca Frederic cel Mare a fost umilit si chinuit de tatal lui, nu am gasit nici o analiza care sa trateze legatura dintre aceste maltratari ale unui copil sensibil si razboaiele de cucerire ulterioare pe care monarhul luminat s-a simtit constrâns sa le duca Aceasta tema este înca supusa unui tabu De când exista omenirea se repeta acelasi spectacol: barbatii pleaca la razboi, femeile îi aclama si putini sunt cei care se întreaba ce s-a întâmplat înainte de aclamari Razboaiele de cucerire sunt mereu camuflate ca actiuni de aparare sau se invoca o misiune sfânta Fatal este ca majoritatea oamenilor cred bineînteles în asta fiindca ramân orbi în fata cauzelor pretinsei »misiuni« Abia când vom fi înteles cum se naste raul si cum noi îl trezim la viata în copii, abia atunci nu ne vom mai afla neputinciosi la discretia lui Însa nu am ajuns înca atât de departe În SUA este permisa bataia copiilor în scolile din douazeci si trei de state Copiilor li se da pentru cea mai mica vina câte o pedeapsa, de cele mai multe ori cu o bucata de lemn peste sezut, executata de o persoana aleasa special pentru asa ceva Exista o întreaga scala de pedepse corporale care au ca scop »disciplinarea« copiilor Copiii asteapta pe coridor unul lânga celalalt, pâna le vine rândul Umilirea grava, institutionalizata, pare a fi considerata absolut normala aici Sentimentele de furie reprimate ies la iveala abia mult mai târziu, în asa-numitele »gangs« Pentru actele de razbunare societatea ofera oricum o paleta larga de înfrumusetari ideologice si pretexte fundamentaliste Majoritatea parintilor accepta acest sistem si chiar îl doresc Chiar atunci când unele mame sau unii tati îl refuza, nu prea pot face nimic împotriva lui Conform rapoartelor de pe website-ul »nospank org« numai în statul Texas au fost batuti si umiliti în acest fel o suta optsprezece mii de copii în decursul unui an Multi profesori nici nu-si pot imagina educatia fara un sistem de pedepse Întrucât ei însisi au crescut cu violenta, prefera pedepsele deoarece au învatat foarte devreme sa creada în »rezonanta« acestora Ei nu au avut voie nici sa-si dezvolte sensibilitatea fata de suferinta copilului în propria lor copilarie, nici sa o învete în timpul studiului De aceea nu sunt constienti ca pedepsele au cel mult pentru scurt timp un efect »pozitiv«, însa efectul de durata este ca accentueaza comportamentul agresiv al copiilor si adolescentilor Un copil care este batut acasa îsi va îndrepta pe banca scolii întreaga atentie spre prevenirea pericolelor, deci nu se va mai putea concentra la materia de învatat Îl va observa foarte intens pe profesor, pentru a fi pregatit în caz de bataie, care din perspectiva fatalista a copilului este inevitabila În realitatea lui nu se poate naste vreun interes fata de declaratiile verbale ale profesorului Alte batai si pedepse cu siguranta ca nu îi vor trezi setea de cunoastere; pe de alta parte, întelegerea pentru teama copilului poate uneori muta muntii din loc Ce-i drept, profesorul nu are voie sa bagatelizeze realitatea copilului maltratat daca vrea sa-l ajute cu adevarat Pe planul legislativ întâlnim acelasi fenomen Nu este usor sa acordam copiilor nostri dreptul la demnitate, chiar atunci când o dorim sincer, pâna nu constientizam în ce masura noua însine ne-a fost refuzat în copilarie acest drept Adesea suntem de parere ca actionam în interesul copiilor si nu observam ca facem exact contrariul, fiindca am învatat atât de devreme lipsa de sentimente respectiva încât aceasta este mai puternica decât tot ce am învatat ulterior Acest lucru poate fi explicat prin exemplul legislativ În septembrie 2000 parlamentul german le-a revocat parintilor dreptul de a-si mai supune copiii la pedepse corporale Însa în anul 1997 acest drept le era înca acordat El le era refuzat doar persoanelor straine cum ar fi profesorii, învatatorii, parintii adoptivi etc Majoritatea, aproximativ patru cincimi din parlamentari, erau ferm convinsi ca pedepsele corporale aplicate de parintii buni pot duce în anumite cazuri la rezultate pozitive În acest context a fost folosit mereu argumentul ca un copil trebuie învatat cu forta ce pericol reprezinta traficul, pentru ca acesta sa învete sa se fereasca Un copil batut din acest motiv nu învata însa sa se fereasca de masini, ci sa se teama de parinti Mai învata sa-si bagatelizeze propriile dureri, chiar sa nu le mai simta si mai ales sa se simta vinovat Întrucât este lipsit de protectie în clipa când este atacat, învata sa creada ca un copil nu merita protectie si respect Mesajele gresite sunt memorate ca informatii în corpul lui si îi influenteaza conceptia asupra lumii si mai târziu atitudinea fata de altii si fata de el însusi Acest copil nu va fi capabil nici sa-si apere dreptul la demnitate, nici sa recunoasca semnalul de pericol reprezentat de durerea fizica si sa se orienteze ca atare Ca urmare, sistemul lui imunitar va avea poate de suferit Neavând alt model de comportament, copilul va întelege limbajul violentei si al prefacatoriei ca singur mijloc de comunicare si îl va folosi la rândul lui, caci adultul vrea de obicei ca sentimentul de neajutorare pe care l-a refulat odinioara sa ramâna în continuare refulat De aceea multi oameni sustin vechiul sistem educativ cu toate mijloacele pe care le au la îndemâna O organizatie cameruneza numita EMIDA (Elimination de la maltraitance infantile domestique africaine, à Yaounde, Cameroun) relateaza ca, în urma statisticilor lor, în Africa sunt batuti doua sute optsprezece mii de copii Când m-am informat mai exact, am primit informatia ca atunci când bataile lasa urme de sânge pe piele creierul lucreaza mai bine Este de înteles ca acei copii educati astfel nu mai vor la maturitate sa stie nimic de durerile îndurate si se agata de acest sistem, pentru a nu se confrunta cu suferinta reprimata odinioara Însa consecintele acestei refulari sunt vizibile în luptele sângeroase dintre triburile africane Se citeaza numeroase motive pentru aceste razboaie, numai cel care sare în ochi este tagaduit, anume ca furia stocata în trupul copilului batut tânjeste sa se elibereze si sa se razbune Întrucât copilul nu a avut voie sa se apere de cruzimi, mai târziu platesc poate întregi popoare oalele sparte Iar cauzele acestor tragedii sunt musamalizate cu mare grija M-am întrebat adesea cum de s-a întâmplat de fapt un masacru atât de îngrozitor în Ruanda Acolo copiii sunt purtati în spate de mamele lor si alaptati foarte mult timp, ceea ce ne da mai degraba impresia unui paradis de siguranta si nu lasa sa se banuiasca existenta maltratarilor Abia de curând am aflat ca si acesti copii trebuie sa plateasca pentru dragostea mamelor lor un pret mare, evident bagatelizat pâna acum, prin faptul ca sunt dresati devreme ca sa se supuna De la bun început li se aplica »scatoalce« la fund când le murdaresc pe mamele lor pe spate cu fecalele Teama de acele »scatoalce« la fund îi face sa plânga chiar si numai când simt nevoia de desertare, ceea ce îi permite mamei sa reactioneze rapid si sa-si ia copilul de pe umeri, ca sa-l învete ce e curatenia Datorita acestei conditionari prin »scatoalce« la fund, sugarii nu mai fac pe ei de foarte devreme si sunt educati mai târziu si sa fie »cuminti« Impresia mea este ca masacrele din Ruanda pot fi explicate prin aceste maltratari ale sugarilor Desi copiii africani sunt batuti cu cruzime si în scoli (într-un sondaj de opinie facut de EMIDA în Camerun în anul 2000 au raspuns doar douazeci din peste doua mii de copii ca nu sunt batuti nici acasa si nici la scoala), educatia sugarilor este definitorie Caci cu cât violenta se instituie mai devreme, cu atât lectia învatata are un efect mai durabil si cu atât mai putin poate fi controlata de constient De aceea este de ajuns primul prilej, o ideologie confuza si întâmplatoare pentru a scoate la iveala o brutalitate bestiala în niste oameni care pâna atunci se comportau linistit si mai degraba smeriti, dar care în mod evident traiau cu agresiuni foarte puternice, reprimate, al caror motiv le era necunoscut Acest lucru trebuie sa ne dea de gândit si sa ne îndemne sa facem neaparat cercetari în aceasta directie Pedepsele corporale nu provoaca însa întotdeauna acte de razbunare împotriva altora Ele duc mult prea des la distrugerea propriei vieti – pâna la sinucidere Cartea lui Jeffrey Eugenides The Virgin Suicides – Sinuciderile virginelor si filmul cu acelasi titlu demonstreaza energic aceasta legatura 4 Bombe temporizate în creier Dupa parerea mea domeniul în care ignorarea factorului copilarie bate la ochi cel mai frapant este cel al pedepselor cu închisoarea Penitenciarele de azi nu mai seamana ce-i drept cu vechile închisori întunecate din secolele trecute Într-un singur punct însa nu s-a schimbat mai nimic: se pune mult prea rar întrebarea de ce un individ devine delincvent si ce poate el sa faca pentru a nu cadea mereu în aceeasi capcana Pentru a-si putea raspunde singur la aceasta întrebare, prizonierul ar trebui încurajat sa reflecteze la copilaria lui, sa scrie si sa împartaseasca aceste relatari cu alti oameni, într-o grupa structurata In cartea Drumurile vietii am relatat despre un astfel de program în Canada (AM 1998a) Mai multi tati care abuzasera sexual de propriile lor fiice au reusit abia datorita unor astfel de grupe sa înteleaga ce suferinta le-au provocat copiilor lor prin ceea ce facusera A fost decisiv faptul ca au putut sa discute despre propria lor copilarie cu alti oameni, în care învatasera sa aiba încredere Au înteles ca, fara sa realizeze, dadusera mai departe ceea ce traisera si ei la rândul lor Suntem obisnuiti sa trecem sub tacere greutatile copilariei, de aici se naste adesea fapta comisa dintr-o mânie oarba Vorbitul îl elibereaza însa pe prizonier de aceasta orbire, îi deschide accesul spre constient si îl apara de interpretarea acestui rol Din pacate programele de genul celui din Canada sunt exceptii absolute Putini dintre cei raspunzatori stiu ca în detinuti ticaie bombe emotionale temporizate care trebuie dezamorsate si ca acest lucru este absolut posibil prin mai multa cunoastere Rezistenta administrativa la astfel de forme de lucru si la aceasta cunoastere este însa foarte puternica Romancierul francez Emmanuel Carrère a publicat în anul 2000 o carte neobisnuita L’adversaire descrie povestea adevarata a unui barbat dotat peste medie, care cu douazeci de ani în urma studiase medicina, dar nu se prezentase la examenul din finalul anului doi si de aceea nu putuse sa-si continue studiile Din acea clipa el s-a prefacut fata de familia lui ca se duce în continuare la universitate si în final ca si-a absolvit studiile »Doctorul Romand« s-a casatorit, a avut doi copii si le povestea sotiei si cercului de prieteni ca ia parte la cercetari stiintifice ale organizatiei mondiale a sanatatii (OMS) în Geneva Timp de optsprezece ani Jean-Claude Romand a pretins ca se duce în fiecare dimineata la acele birouri, în realitate el însa statea prin cafenele, citea ziarele sau rasfoia prospecte de calatorie Din când în când povestea despre turnee de conferinte si traia câteva zile prin hoteluri Era bun cu copiii si sotia lui, îi ducea pe fiica si fiul lui deseori la scoala si era considerat un tata model Atât parintii cât si socrii lui îi dadeau pe mâna sume considerabile de bani, pe care el trebuia sa le investeasca în Elvetia cu profit mare, însa pe care el le folosea pentru a-si hrani familia Când socrul i-a facut o vizita si i-a spus între patru ochi ca are de gând sa scoata bani din cont ca sa-si cumpere un Mercedes, batrânul a cazut se pare pe scari si a murit În final, când si o prietena de familie si-a cerut o parte din banii investiti, »doctorul Romand« a intrat în panica si s-a decis sa-si ucida familia si apoi sa se sinucida Dupa ce si-a ucis ambii copii, sotia si parintii si si-a dat foc la casa, pompierii au reusit sa-l salveze din flacari Condamnat pe viata, este si acum în închisoare Mai multi oameni se ocupa de el si se pare ca sunt destul de impresionati de »trasaturile lui de caracter pozitive« Autorul sustine pe buna dreptate ca nu se stie de fapt cine este cu adevarat Jean-Claude Romand; se pare ca optsprezece ani a fost programat pentru rolul »doctorului Romand«, iar acum joaca rolul »raufacatorului Romand«, care însa îsi surprinde anturajul prin »bunatatea« lui Este semnificativ faptul ca în aceasta biografie romantata copilaria acestui om, care contine probabil cheia comportamentului lui ciudat, nu este abordata decât în treacat Se spune doar ca familia Romand era foarte mândra ca nu accepta nici un fel de minciuni Sinceritatea era considerata calitatea principala în sistemul lor declarat de valori Practica însa contrazicea acest ideal: în viata de toate zilele tânarului nu i se spunea niciodata adevarul în chestiunile care-i erau importante Mama lui avusese doua avorturi spontane sau provocate, care pe el îl tulburasera, dar nimeni nu vorbise cu el despre acest lucru Nu avusese voie sa puna întrebari I se ceruse sa se supuna întotdeauna dorintelor parintilor si a facut acest lucru într-un mod perfect A crescut ca un copil cuminte, ca un elev exemplar, care nu punea probleme si se conforma sperantelor parintilor, dar care nici nu stia cine este el cu adevarat, caci tot ceea ce ar fi exprimat adevarata lui fiinta îi era interzis Comportamentul sau, daca ar fi fost o atitudine constienta, putea deci înca de atunci fi descris ca o minciuna permanenta Eu însa am impresia ca pentru el profunda înstrainare interioara era singura stare familiara Nu cunostea alta si nici nu avea posibilitatea de a face comparatii Astfel încât poate ca nici nu era constient ca juca permanent un rol Nu înca Abia când s-a hotarât sa simuleze profesia de medic în viata lui a aparut un nou element: escrocheria constienta Si-a investit toata energia si toate talentele în sarcina de a-i pacali pe ceilalti, de a-i însela, de a le câstiga iubirea prin seducere si de a le fura banii într-un mod pe care ei nu-l puteau ghici Gândirea lui constienta era ocupata în totalitate cu aceasta sarcina În continuare nu avea voie sa-si traiasca adevaratele sentimente si nevoi Singuratatea de odinioara a fost perpetuata în sistemul creat de minciuna lui ingenioasa Tragedia oamenilor care nu au avut voie sa se articuleze în copilarie consta în aceea ca, fara s-o stie, ei duc o existenta dubla Dupa cum am descris în Tragedia copilului dotat, ei si-au creat în copilarie o identitate falsa si nu stiu ca mai au una, în care sentimentele si nevoile refulate ramân încuiate ca într-o închisoare, deoarece nu au întâlnit niciodata un om care sa-i ajute sa-si înteleaga situatia, sa vada temnita ca atare, s-o paraseasca si sa-si articuleze sentimentele si nevoile autentice »Doctorul Romand« este un exemplu spectaculos în aceasta privinta: adevarul reprimat timp de patruzeci de ani si-a facut loc ca o explozie printr-o crima înfioratoare Exista însa nenumarate exemple de procese asemanatoare, care au trasaturi mai putin senzationale si care cu toate acestea distrug viata altor oameni, uneori mai încet, alteori mai rapid Întotdeauna telul hotarâtor este de a mentine propria minciuna existentiala, pentru a primi în sfârsit atentia sau admiratia carora în copilarie li s-a simtit lipsa într-un mod atât de dureros Mai demult acesti oameni erau denumiti psihopati, ulterior sociopati, astazi se vorbeste de personalitati narcisiste, sau de perversi Întotdeauna însa este vorba de golirea lumii interioare si de accesul blocat la adevaratele sentimente Acesti oameni pot fi neobisnuit de adaptabili, pot fi chiar detinuti exemplari, dupa cum ilustreaza cazul »doctorului Romand« Dar ei nu stiu nici macar dupa fapta comisa cine sunt cu adevarat, continua sa joace un rol, anume acela care se asteapta de la ei »Doctorul Romand« fusese mai întâi un tata si sot iubitor, un prieten credincios, un fiu si ginere admirat, apoi si-a ucis întreaga familie si la scurt timp a devenit un detinut pe care toata lumea îl respecta Dar cine este el cu adevarat? Nimeni nu stie, el probabil cel mai putin Pentru asta ar fi trebuit sa-si examineze propriul gol sufletesc, însa de aceasta priveliste a fugit cu multa îndemânare o viata întreaga Pedeapsa cu închisoarea nu se ocupa de aceste întrebari Ele sunt puse în cârca psihologilor si psihiatrilor, care nu considera ca este sarcina lor sa-i ajute pe oameni, prin confruntarea cu copilaria, sa-si descopere adevarata identitate Odata am auzit la televizor un director de închisoare tânar si cam plin de el care spunea ca în închisoarea condusa de el tatii incestuosi învatau în terapie de grup sa-si iubeasca copiii si în acest fel se eliberau de constrângerea de a-si mai viola fiicele si fiii Suna bine Dupa acea emisiune l-am sunat pe director si l-am întrebat daca multi dintre acei tati incestuosi fusesera la rândul lor victimele abuzului sexual în propria lor copilarie Mi-a confirmat ca aceste cazuri erau »foarte dese«, dar ca nu trebuie sa rascolim trecutul, ci sa avem grija ca ei sa-si asume raspunderea în ziua de azi, ca adulti, fata de copiii lor, iar acest lucru îl învatau în terapiile de grup Asta era convingerea lui I-am replicat ca dupa parerea mea aceasta atitudine responsabila este posibila abia atunci când acei barbati ar fi descoperit si ar fi trait durerea pentru ce li s-a facut lor în copilarie Directorul auzise de mine Am vrut sa-i trimit prin fax un text de cinci pagini pe care-l redactasem pe aceasta tema si l-am întrebat daca este de acord M-a refuzat pe motiv ca lipsa de timp nu-i permite lecturi suplimentare, el lasa aceste chestiuni pe mâna psihologilor si psihiatrilor Acest om se aratase la televizor deosebit de progresiv, însa nu era interesat sa afle motivele pentru care tatii distrug vietile fiicelor lor Pentru el era vorba de o problema pur practica pe care trebuia s-o rezolve ca pe toate celelalte probleme de administratie din închisoare Raspunsul si lipsa lui de interes nu sunt de mirare, ci reprezinta regula Cu toate acestea, în acest caz miza este mult mai mare Ceea ce i-a scapat directorului este ca, pe lânga chestiunile psihologice, aici este vorba si de o problema socioeconomica Asta înseamna ca în cazul în care fiecare detinut va fi capabil în sfârsit sa realizeze ca el însusi a fost în copilarie victima abuzului sexual si sa vada ce sentimente a lasat acest lucru în sufletul lui, este foarte probabil ca într-adevar constrângerea lui de a repeta delictele sa poata fi eliminata pe termen lung De curând am citit întâmplator într-un ziar ca din trei sute de criminali în serie anchetati în SUA toti fara exceptie recidivasera dupa ce fusesera eliberati În ciuda terapiilor, scria în articol Nici nu este de mirare ca daca motivele crimelor, ascunse în istoria copilariei, nu au fost abordate nici macar tangential de »terapii«, ele l-au împins pe respectivul din nou spre distrugere De ce ar fi schimbat închisoarea ceva în aceasta privinta? În concluzie, daca pornim de la ideea ca o terapie revelatoare si o stimulare a prelucrarii emotionale a traumelor copilariei poate scurta considerabil durata pedepsei, atunci nu trebuie cheltuite fonduri imense rezultate din impozite pentru a mentine orbirea oamenilor si a le restrânge în închisori posibilitatile de alegere Acea parte a personalitatii care a fost scindata, negata si refulata poate fi integrata Atunci nu va mai fi nevoie sa le predicam acestor oameni ce este responsabilitatea si ce este dragostea, le vor percepe ei însisi 5 Tacerea bisericii Scolile religioase de diverse confesiuni cultiva cruzimea într-o masura de neînchipuit si justifica orice forma de sadism în numele lui Dumnezeu sau al profetilor, chiar când acestia nu s-au pronuntat niciodata pentru torturi Adeptele feminismului au descoperit de exemplu ca din nici un rând al Coranului nu reiese obiceiul barbar de a a mutila organele genitale ale femeilor Acest ritual asa-zis religios se bazeaza doar pe dorinta de putere a barbatilor si pe faptul ca mamele si bunicile mutilate la rândul lor insista sa pricinuiasca fiicelor si nepoatelor lor aceeasi suferinta pe care au îndurat-o si ele odinioara si au negat-o – rezultatul fiind acela ca în ziua de azi exista nenumarate femei carora le-a fost înlaturat operativ clitorisul la vârsta de zece ani si care aproba în marea lor majoritate aceasta traditie (AM 1988a) In Republica Federala Islamica a Comorelor, aflata în estul Africii, guvernul intentioneaza sa introduca interdictia pedepsei corporale, în scopul – mentionat în scrisoarea lor catre Comisia ONU pentru Drepturile Copiilor – de a apara dreptul copiilor la o copilarie fara torturi (vezi Raportul Comisiei ONU pentru Drepturile Copiilor de pe 12 august 2000) În acea scrisoare, spre deosebire de alte buletine linistitoare, sunt descrise cu o franchete uimitoare practici ale scolilor Coranului care arata limpede în ce masura religia e folosita ca pretext pentru sadismul profesorilor Copiii sunt biciuiti pentru cea mai mica vina si în plus sunt umiliti într-un mod care depaseste orice putere de imaginatie Dupa biciuire sunt bagati într-o putina plina cu urzici Sau sunt dezbracati pe jumatate, se toarna peste ei apa cu zahar si sunt lasati în plin soare pentru ca insectele sa se aseze pe ei Dupa aceea sunt goniti pe strazi si obligati sa-si strige vina si sa se rusineze pentru ce au facut Spre deosebire de adultii care supravietuiesc torturilor, copiii umiliti nu povestesc ceea ce li s-a facut, rusinea îi împiedica Memoria constienta reuseste poate chiar sa uite acest martiriu, în orice caz va refula chinurile îndurate Însa memoria trupului lor pastreaza fiecare detaliu, iar comportamentul adultului va demonstra asta mai târziu Întrucât li s-a inoculat ca practicile nemiloase de pedepsire sunt juste si dorite de Dumnezeu, mai târziu pot si ei sa se razbune fara nici un fel de retineri Douazeci de ani mai târziu unii dintre acesti copii vor preda ei însisi la scolile Coranului si le vor face elevilor si propriilor copii acelasi rau Si se vor bucura de respectul societatii si vor fi considerati barbati cuviosi, care-si iau în serios datoria Asa se naste sadismul sub masca pioseniei si a religiei Profesorii mentionati nu se nasc sadici, ci si-au însusit gustul cruzimii ca elevi sau poate si mai devreme, adica acasa Si totul întotdeauna sub pretextul »e spre binele tau« Echipati cu aceste informatii gresite înca din cea mai frageda copilarie, acestia – cu foarte mici exceptii – fac tot posibilul pentru ca elevii lor sa îndure aceeasi soarta Crestinii nu au nici un drept sa se revolte pe tema scolilor islamice, atâta vreme cât si scolile particulare crestine considera pedeapsa corporala ca o parte integranta importanta a datoriilor lor religioase În vara anului 2000 guvernul din Africa de Sud a introdus în scoli interdictia pedepselor corporale, ceea ce a stârnit proteste zgomotoase Pe data de 17 august 2000 guvernul a publicat pe internet un document redactat de aproape doua sute de grupari crestine, care solicitau pentru cei peste patrusprezece mii de elevi o reglementare separata, pentru ca educatorii lor »sa-si poata îndeplini datoriile religioase« În acel document se vorbea pe sleau si despre »dreptul educatorilor si al parintilor de a supune copiii la pedepse corporale« Aceste argumente pseudo-religioase ascund adevaratele motive ale acestei lupte pentru putere a profesorilor, care nu urmaresc decât sa se razbune pe elevi, constient sau inconstient, pentru umilintele pe care le-au trait ei însisi odinioara Aceste motive duc inevitabil la continuarea confuziei si traumatizarii copiilor, care ulterior se vor servi si ei de prefacatorie pentru a-si masca propriile motive Nu avem dreptul sa privim cu superioritate Africa si sa consideram ca prin noile legi am reusit sa impunem educatia fara violenta a copiilor Nu am reusit nicidecum acest lucru, dar am facut un pas important spre anularea blocajelor de gândire E de sperat ca un copil european va învata curând si macar în scoala ca a bate copiii este ceva distructiv si nu salvator Si va afla si de ce – daca profesorul lui nu este victima blocajelor de gândire Acel copil va deveni astfel cu timpul imun la informatii gresite Din diferite parti ale lumii primesc mereu scrisori de la oameni care-mi povestesc cîta suferinta au îndurat în internatele catolice din cauza pedepselor corporale si nu numai Pe de alta parte aud de ici de colo parerea ca în ziua de azi multe nu mai sunt atât de rele ca odinioara, ca biserica nu mai recomanda deja de o buna bucata de timp maltratarea fizica Cu încredere în aceste informatii, am trimis o scrisoare Papei Ioan Paul al II-lea rugându-l sa adreseze un apel mamelor si tatilor în devenire, pentru a le arata consecintele tragice ale violentei fata de copii Am facut-o cu convingerea ca în cunostinta de cauza este mai usor sa le oferi propriilor copii dragoste si sa înveti de la ei, decât ca urmare a ignorantei sa-i transformi înca de la începutul vietii în mici pacienti, pe care sa-i trimiti în tratament medical si psihologic deoarece nu le întelegi simptomele Întrucât cuvintele Papei ajung la multe milioane de oameni si el se bucura de o mare autoritate, am tras concluzia ca o atitudine clara din partea lui împotriva violentei fata de copii ar putea produce niste schimbari de comportament fundamentale Sperând ca noile descoperiri psihologice si neurologice îi vor trezi interesul si cooperarea si stiind ca aceste cunostinte sunt înca prea putin raspândite, m-am straduit foarte tare sa le prezint cât mai pe scurt posibil Am încercat sa ma asigur ca scrisoarea, redactata în mai multe limbi, îi va fi înmânata Sfântului Parinte personal, însa raspunsul scris pe care l-am primit ma face sa ma îndoiesc de acest lucru Scrisoarea nu continea nici un singur pasaj din care sa se traga concluzia ca Sfântul Parinte ar fi primit informatiile mele Secretariatul statului Vatican ma informa ca scrisoarea mea din 14 octombrie ajunsese cu bine în corespondenta (!) Sfântului Parinte si ca fusese citita cu interes Se aprecia atentia pe care o manifestam pentru copiii care sunt victime ale violentei Biserica s-a ocupat dintotdeauna de educarea tineretului si reaminteste constant tuturor ca trebuie sa-i însotim pe copii si pe tineri pe drumul vietii cu rabdare si tact, pentru a-i ajuta sa se maturizeze fizic, psihic, moral si spiritual Chiar de curând biserica l-a canonizat pe Peter Marcellin Champagnat, fondatorul ordinului fratilor Maristi si un mare avocat loial al tineretului, pentru a onora marea simpatie a acestuia fata de tineret Sfintia Sa ma lasa în paza Fecioarei Maria si îmi acorda binecuvântarea papala atât mie cât si tuturor celor apropiati mie In mod evident, persoanele care ar fi trebuit sa înmâneze mai departe scrisoarea mea si care erau raspunzatoare de cenzura nu au înteles prea mult din continutul scrisorii Se poate de asemenea ca informatiile mele sa le fi provocat amintiri dureroase si chinuitoare despre propria lor educatie, care i-au determinat sa ignore întreaga petitie Iar asta nu numai în Vatican, ci si în toate celelalte birouri intermediare, în Franta, în Elvetia, în Polonia si în SUA Astfel am primit doar acest raspuns care nu spune nimic, pe care îl consider o scrisoare standard si care de fapt nu are absolut nimic de-a face cu rugamintea mea Si urmatoarea mea încercare, de a-l câstiga de partea mea pe cardinalul Jean-Marie Lustiger, a esuat La întrebarea mea, cum as putea face accesibile bisericii noile cunostinte despre urmarile periculoase ale violentei în educatie, am primit de la secretariatul lui un raspuns evaziv Mi s-a comunicat ca înaltele autoritati bisericesti nu pot sa se pronunte »în orice chestiune« si ca este raspunderea noastra, a profanilor, sa ne explicam punctul de vedere În raspunsul meu am scris printre altele: »Trebuie oare acum sa trag concluzia, din scrisoarea dvs , ca milostivenia predicata de biserica înceteaza chiar când e vorba de suferinta unui copil batut si neajutorat?« Întreaga corespondenta poate fi citita pe homepage-ul meu http://www alice-miller com Nu ma asteptam ca atitudinea parintilor sa se schimbe peste noapte prin cuvântul papal, dar consideram ca transmiterea informatiilor tocmai de catre institutia care recomandase atâta vreme pedepsele corporale ar fi avut o influenta mare asupra mentalitatii multor credinciosi Cu o singura propozitie, Papa ar fi putut distruge cercul vicios al violentei – daca anturajul lui ar fi vrut cu adevarat acest lucru De obicei dureaza foarte mult pâna când descoperirile stiintifice ajung si la oamenii care nu au fost deloc sau doar putin la scoala, care pur si simplu repeta ceea ce le-au facut propriii parinti, care în concluzie când se înfurie îsi bat copilul si numesc asta educatie – chiar când copilul moare din cauza maltratarilor Aceasta atitudine spirituala care este tolerata în întreaga lume drept normala ar fi putut fi schimbata radical printr-o propozitie din partea Papei Dar aceasta corectare nu are loc Deocamdata acolo sus domneste tacerea Nu stiu de fapt daca argumentele mele l-ar fi impresionat pe Papa Din biografia lui am aflat ca s-a bucurat fara îndoiala de dragoste materna si ulterior, dupa moartea timpurie a mamei, si de multa atentie din partea tatalui Dar este improbabil ca ar fi reusit în copilaria lui sa scape de parerea obisnuita pe atunci, ca numai o educatie severa poate transforma un copil într-un barbat adevarat Aceasta parere ramâne adesea valabila, dupa cum se stie, o viata întreaga, împreuna cu dragostea fata de parinti, iar a o zdruncina poate trezi temeri foarte vechi Eu însa înca sper ca Papa va face fata acestei provocari, daca va realiza câte depind de asta Daca întelege ca el are puterea sa le deschida ochii parintilor din ziua de azi, ca prin violenta pe care o exercita din constrângere ei produc din nou violenta, nu se poate ca Papa sa nu-si doreasca sa puna aceasta putere în slujba binelui copiilor Aceasta dorinta ar trebui sa fie cu atât mai puternica daca realizeaza ca el poate cu putine cuvinte sa fereasca milioane de copii de maltratarile pe care acestia le sufera zilnic în numele educatiei Nu este suficient sa-l canonizezi pe Marcellin Champagnat, un om care a trait în sec XIX, pentru presupusa lui dragoste fata de copii, pentru a îndeplini sarcina importanta de prevenire a violentei în timpurile noastre Însa asta este tot ce mi-a comunicat Vaticanul când mi-am exprimat rugamintea sa intervina în favoarea protejatilor sai care au nevoie de ajutor Printr-o experienta asemanatoare a trecut si Olivier Maurel când a încercat sa le prezinte episcopilor francezi problema pedepsirii copiilor prin bataie Citez aici traducerea scrisorii lui adresate consiliului episcopal: »Excelenta dvs , Imi permit sa ma adresez dvs deoarece lucrez la o carte despre supunerea copiilor la pedepse corporale Nenumarate rezultate actuale ale cercetarilor demonstreaza ca pedeapsa corporala, chiar si »scatoalcele« care sunt considerate inofensive, au urmari deosebit de grave pentru copii Comitetul ONU pentru >Drepturile Omului la Copii Drepturile Omului la Copii xenofobii maltratare a copiilor educatie parinteasca disciplinare Din pacate nu am nici un fel de surse de informatie de încredere pentru a putea afirma ca biserica îi face pe parintii din Africa mai receptivi la problema violentei educative nu exista educatie fara bataie no spank Plain Talk About Spanking rotatia arborelui principal, I 12 15 Jg r%-M Deplasarea ra{ / longitudinali* Avans transversal M' Si -Avans vertical K* Fig 11 23 Diagrama turatiilor masinii Fig FU32X132A 11 24 Schema fluxului cinematic masina FU32X132A la PRINDEREA PIESELOR PE MASINILE DE FREZAT PRINDEREA CU BRIDE (fig 11 25) Este utilizata în cazul productiei de unicate, la fixarea semifabricatelor de dimensiuni mari si în cazul cînd configuratia acestora este mai complexa, existând de regula si suprafete paralele cu masa masinii si situate sub suprafata prelucrata, astfel încît bridele 1 sau suruburile 2, cu care se fixeaza semifabricatul 3, sa nu împiedice procesul de aschiere Bridele se reazema pe calele de sprijin 4, care trebuie sa r^- aiba aceeasi grosime totala cu cea a piesei în zona destrîngere PRINDEREA CU DISPOZITIVE Dispozitivele de tipul menghinelor (fig 11 26), sau al universalelor si platourilor (fig 11 27), se utilizeaza de-obicei în cazul pieselor de dimensiuni mai micisi al productiei de serie, cînd este necesara repetarea frecventa a prinderii si desfacerii semifabricatelor de pe masina A CONTINUTUL GENETICII UMANE 1 GENETICA ? STIINTA EREDITATII SI VARIABILITATII 1 1 EREDITATEA Ereditatea este proprietatea unui individ de a transmite la urmasi caracterele sale personale precum si cele ale speciei careia îi apartine Acest proces realizeaza similitudinea biologica dintre parinti si descendenti Parintii nu transmit însa la copii caractere ci informatiile (continute în genele din gameti) necesare pentru realizarea caracterelor În acest context, ereditatea este un proces informational care presupune stocarea, expresia si transmiterea informatiei ereditare, pentru realizarea caracterelor ale unui individ Ereditatea este deci o functie, esentiala pentru viata a) Acidul deoxiribonucleic (ADN) este substratul molecular al ereditatii Aceasta macromolecula, alcatuita din doua catene polinucleotidice dispuse spatial sub forma unei duble spirale helicoidale ("elicea vietii"), îndeplineste trei roluri majore (figura 1 1): * ADN detine informatia genetica codificata pentru realizarea caracterelor specifice unui organism Unitatea fundamentala de informatie ereditara este gena - un segment de ADN care determina un anumit caracter Modificarea structurii unei gene normale, numita mutatie, produce o varianta genica ("alela"), normala sau anormala * ADN exprima informatia ereditara, prin sinteza unor proteine specifice, care vor forma caracterele morfologice si functionale ale organismului ("o gena ? o proteina ? un caracter") (figura 1 1 a) * ADN conserva informatia ereditara în succesiunea generatiilor de celule si organisme Procesul se realizeaza prin biosinteza a doua molecule noi si identice de ADN prin replicare semiconservativa, urmata de distributia lor egala si totala, prin diviziune celulara (figura 1 1 b) Replicarea si diviziunea se efectueaza cu mare precizie, asigurând fidelitatea de transmitere a informatiei; ele pot suferi totusi erori, care genereaza mutatii b) Aparatul genetic al celulei cuprinde structurile celulare ce contin ADN, nucleul si mitocondriile Elementul principal al aparatului genetic este nucleul, centrul de comanda si control al majoritatii activitatilor celulare În nucleul interfazic, fiecare molecula de ADN se asociaza specific cu anumite proteine (histone) si formeaza, prin spiralizari si plieri succesive, o fibra de cromatina La începutul diviziunii fibra de cromatina se condenseaza si formeaza un cromosom Cromosomii reprezinta substratul morfologic al ereditatii; ei sunt organite permanente ale nucleului dar vizibile numai în diviziune Numarul si forma cromosomilor sunt elemente caracteristice fiecarei specii La om, în celulele somatice sunt 46 de cromosomi (2n = numar diploid); în celulele sexuale mature (gameti) numarul de cromosomi este redus, prin meioza, la 23 de cromosomi (n = numar haploid) Termenul de genom uman este folosit, în prezent, pentru a descrie totalitatea informatiei genetice din celulele umane El este alcatuit dintr-un genom nuclear si un genom mitocondrial Pentru a face distinctia dintre genomul celulelor somatice si al gametilor se mai folosesc termenii de genom diploid si genom haploid Mitocondriile contin o mica parte din ADN celular (0 5%) 1 2 VARIABILITATEA Variabilitatea reprezinta fenomenele care produc diferentele genetice dintre indivizii unei populatii, precum si între populatii diferite Sursele principale de variabilitate sunt mutatiile, recombinarile genetice (care au loc în meioza, în timpul formarii gametilor) si migratiile unor indivizi dintr-o populatie în alta populatie (dupa încrucisarea lor se produc modificari în structura genetica a descendentilor) Datorita proceselor de variabilitate fiecare individ are o structura genetica unica si caracteristica 2 GENETICA UMANA - DISCIPLINA FUNDAMENTALA, CLINICA SI MEDICO-SOCIALA Genetica umana studiaza ereditatea si variabilitatea fiintelor umane Ea este o stiinta fundamentala si aplicativa, care are un rol major în teoria si practica medicala a) Genetica umana este o disciplina fundamentala deoarece studiaza structurile, mecanismele si legile de baza ale stocarii, transmiterii si expresiei informatiei ereditare pentru formarea, dezvoltarea si functionarea organismului uman Genetica umana are un rol important pentru baza conceptuala a medicinii deoarece ofera o noua perspectiva medicinii moderne, dominata de biologia moleculara a celulei, genetica si imunologie b) Genetica umana este si o disciplina clinica deoarece studiaza relatia dintre ereditate si boala sau, mai exact, rolul mutatiilor în producerea bolilor sau predispozitiei la boala Se cunosc peste 10 000 de boli determinate sau conditionate genetic, care afecteaza 5-8% din nou-nascuti; ele au o mare diversitate si se regasesc în aproape toate specialitatile medicale Genetica medicala - ca parte a geneticii umane - este însa o specialitate clinica distincta care se ocupa de diagnosticul si îngrijirea pacientilor cu boli genetice precum si de familiile lor, prin sfat genetic, diagnostic prenatal, screening neonatal sau diagnostic presimptomatic Genetica este domeniul de activitate al unor specialisti dar fiecare medic practician trebuie sa foloseasca o abordare (gândire) genetica în relatia sa cu pacientul si familia acestuia c) Genetica umana / medicala este si o disciplina medico-sociala deoarece bolile genetice au devenit, în ultimii 20 de ani, "probleme majore de sanatate publica"1 Ele sunt numeroase, în ansamblul lor frecvente (peste 5% nou nascuti) si au deseori consecinte grave pentru individul afectat si familia sa Datorita caracterului lor cronic si invalidant, bolile genetice influenteaza negativ morbiditatea si mortalitatea infantila si necesita cheltuieli medicale importante; de aceea, bolile genetice sunt o povara importanta pentru societate; În aceste conditii eforturile specialistilor si organizatorilor de sanatate publica trebuie sa se finalizeze printr-un sistem national de prevenire si depistare precoce a bolilor genetice B OMUL, EREDITATEA SI MEDIUL 1 INDIVIDUALITATEA GENETICA SI BIOLOGICA 1 1 INDIVIDUALITATEA GENETICA Fiecare fiinta umana se formeaza dintr-o celula initiala, zigotul, rezultat prin fecundarea gametilor haploizi: nucleul spermatozoidului se uneste cu cel al ovulului si formeaza nucleul zigotului, prima celula a unei noi fiinte La zigot se reface astfel numarul diploid de 46 de cromosomi, caracteristic speciei umane, si se stabileste sexul genetic: XX sau XY De fapt, se formeaza 23 perchi de cromosomi omologi, identici ca marime, forma si continut genetic dar diferiti ca origine, unul matern si altul patern Rezulta ca fiecare caracter este determinat de o pereche de gene, ce ocupa aceiasi pozitie (locus) în cromosomii omologi; ele se numesc gene alele Zigotul reuneste în nucleu genele parentale din gameti într-o combinatie noua, unica si constanta denumita individualitate genetica sau genotip Citoplasma zigotului este exclusiv de origine materna Deci, mitocondriile din zigot, care contin ADN, si ulterior mitocondriile tuturor celulelor somatice provin de la mama Cromosomii zigotului contin în genele lor informatia ereditara necesara pentru formarea caracterelor noului organism, precum si pentru programul genetic al dezvoltarii sale viitoare: fiecare individ parcurge în cursul existentei sale biologice mai multe etape succesive, obligatorii, diferite calitativ si precis definite în timp, ce constituie dezvoltare ontogenetica 1 2 INDIVIDUALITATEA BIOLOGICA Genetica moderna a demonstrat ca fiecare om este unic atât prin structura sa genetica cât si prin mediul în care s-a dezvoltat în timp Mediul cuprinde totalitatea factorilor ecologici (naturali) si mai ales psihologici si socio-culturali, care actioneaza asupra omului, într-o anumita perioada a dezvoltarii sale ontogenetice El determina unele caractere ale organismului si influenteaza realizarea caracterelor conditionate primar de ereditate Cele doua "forte" care participa la formarea caracterelor noastre se conditioneaza reciproc Ereditatea determina un potential pentru formarea unor caractere, care se finalizeaza variat, în functie de conditiile specifice de mediu socio-economic si cultural în care se dezvolta o anumita persoana Rezulta deci ca unicitatea omului este bio-psiho-sociala Ansamblul unic de caractere specifice, produse prin interactiunea permanenta, dar în proportii diferite, dintre ereditate (genotip) si mediu se numeste individualitate biologica sau fenotip 1 3 IMPORTANTA CONCEPTULUI DE INDIVIDUALITATE GENETICA SI BIOLOGICA Analiza rolului ereditatii si mediului în determinismul caracterelor umane ne-a permis sa precizam doua idei foarte importante: unicitatea bio-psiho-sociala a fiecarei fiinte si interactiunea permanenta, dar în proportii variate, a ereditatii si mediului (între "înnascut si dobîndit") în geneza caracterelor umane, normale si patologice Aceste idei de baza ale conceptului de individualitate biologica au influente importante în gândirea si practica medicala Dar conceptul în sine are aplicatii si în alte sectoare ale activitatii umane: culturale, politice si sociale In medicina, individualitatea biologica a fiecarei persoane explica: * diferentele de raspuns ale fiecarui organism la agresiunile mediului si, deci, vulnerabilitatea diferita a oamenilor la îmbolnavire; * determinismul bolilor comune, prin interactiunea dintre structura genetica a unui individ (ce determina o anumita predispozitie la boala) si factorii agresivi din mediu; * manifestarile variabile si gravitatea diferita ale aceleiasi boli la pacienti diferiti; * raspunsul diferit, particular, la acelasi tratament aplicat unor bolnavi diferiti, suferind de aceeasi boala2 "Nu exista tratamente general valabile pentru o boala ci terapii adaptate la bolnavi", în functie de capacitatea lor de metabolizare a unui medicament Aforismul mai vechi "nu exista boli ci numai bolnavi" capata astfel o explicatie corecta, eminamente genetica, si determina actiuni precise si individualizate în diagnosticul si tratamentul bolnavilor si, mai ales, în profilaxia bolilor În acest ultim domeniu, se ajunge la o preventie personalizata si la o medicina predictiva: în functie de expresia unor elemente ale structurii genetice individuale, mostenita de la parinti, se va putea stabili ce riscuri de îmbolnavire are o anumita persoana Toate aceste elemente au influente importante si în planul eticii medicale In viata sociala, diversitatea genetica si socio-culturala a indivizilor este o premiza valoroasa de integrare, armonizare si progres social Oamenii sunt diferiti si aceasta le permite sa aiba fiecare un rol social util si sa se completeze armonios în societate Diferiti nu înseamna însa si inegali "Egalitatea este un concept moral care a fost inventat tocmai pentru ca fiintele umane nu sunt identice" (F Jacob) Genele nu sunt egale sau inegale ci pur si simplu diferite, determinînd calitati si aptitudini diferite Diversitatea este cel mai valoros capital al speciei umane Mediul socio-cultural si educational adecvat este deosebit de important în realizarea potentialului genetic individual (vezi Caseta 1 1 ) "Spiritul si cultura îi permit omului sa nu fie total dependent de mostenirea sa ereditara, dobîndindu-si adevarata libertate de fiinta bio-psiho-sociala" (Wilson) În acest context exagerarea rolului factorilor genetici, de catre asa numita socio-biologie, considerându-se ca structura genetica cu care s-a nascut un individ va determina (ca un destin implacabil) tot ce va face el în cursul vietii, precum si fundamentarea inegalitatilor sociale pe baza asa-zisei inegalitati genetice a oamenilor sunt idei absurde si periculoase CASETA 1 1 Individualitatea bio-psiho-sociala Fiecare fiinta umana este unica datorita structurii sale genetice si mediului în care a trait Factorii de mediu socio-economici si psiho-culturali au o pondere importanta în formarea individualitatii noastre bio-psiho-sociale Ea determina cel putin doua consecinte majore în viata sociala * Metodele educationale în familie si scoala trebuie reevaluate Mediul familial în care cresc copiii trebuie sa fie în primul rând cultural Pentru dezvoltarea lor intelectuala parintii trebuie sa le ofere copiilor cultura S-a constatat ca în conditii relativ identice de mediu social, diferentele de inteligenta (Q I ) dintre copii se coreleaza semnificativ cu ocupatia parintilor si gradul de cultura al familiei Devine evident ca nivelul cultural scazut al unor parinti sau declinarea obligatiilor educationale pe seama scolii, au efecte negative asupra dezvoltarii copilor In scoala, învatamântul ar trebui diferentiat în functie de posibilitatile, calitatile si aptitudinile elevilor Uniformizarea metodelor educationale - genereaza inegalitati individuale * Capacitatile si aptitudinile individuale trebuie folosite adecvat, dupa formula "omul potrivit la locul potrivit", deoarece fiecare om poate fi valoros într-un anumit domeniu Aceasta presupune selectia, formarea si promovarea valorilor, întelegînd prin "valori" orice calitati deosebite, utile societatii "Curajul de a receptiona valoarea si de a sprijini direct afirmarea ei este o demonstratie de mare si adevarat patriotism" (M Malita) 2 DETERMINISMUL CARACTERELOR FENOTIPICE Caracterele fenotipice normale sau anormale ale organismului sunt produse prin actiunea ereditatii (genotipului) si mediului În functie de ponderea celor doi factori cauzali se pot deosebi teoretic trei categorii de caractere (figura 1 2): caractere pur ereditare; caractere determinate de interactiunea ereditate - mediu; caractere pur ecologice (neereditare) 2 1 CARACTERE FENOTIPICE PUR EREDITARE Caracterele pur ereditare sunt determinate exclusiv de structura genetica, normala sau modificata, a unui individ, deci de catre genotip Caracterele pur ereditare sunt de trei feluri: caractere de specie, caractere ereditare normale, caractere anormale / boli genetice a) Caracterele de specie sunt strict genetice: fiecare specie are o anumita structura genetica, ordonata într-un set fix si caracteristic de cromosomi, cu o anumita morfologie Aceasta configuratie specifica realizeaza o "bariera" reproductiva între specii b) Caracterele ereditare normale sunt determinate monogenic si transmise mendelian Ele sunt reprezentate de diferite sisteme grupale: grupele sanguine (ABO, Rh, MN, etc ), serice (haptoglobine, transferine, s a ), enzimatice (fosfataza acida,etc ) si tisulare (antigenele HLA) Marea majoritate a acestor sisteme sunt polimorfice, gasindu-se în populatie în mai multe variante (de ex , grupele A, B, AB si O pentru sistemul ABO); un individ poseda însa numai o anumita varianta dintr-un sistem Datorita numarului mare de sisteme polimorfice (>30) si de variante în fiecare sistem, un individ poseda o combinatie specifica de variante, este un unicat biologic!!! Acest lucru poate fi demonstrat partial si indirect în felul urmator: sa presupunem ca o persoana X prezinta variantele cele mai comune în populatie pentru 30 de caractere [O, Rh+, MN, Se, Le, pentru grupele sanguine; Gm-1, Hp 2 1, C3 pentru proteinele serice; PA-c, AK-11, PGM 1 pentru enzime; HLA: A1 A3, B7 B8 pentru grupele tisulare] Probabilitatea de a întâlni o alta persoana identica, cu aceeasi configuratie de variante, este egala cu produsul frecventelor populationale ale fiecarui caracter; rezultatul este edificator 1 : 700 000 000 Studiul caracterelor ereditare normale are importanta teoretica pentru localizarea (cartografierea) genelor pe cromosomi si explicarea unor fenomene genetice (inclusiv a transmiterii mendeliene) dar, mai ales, o valoare practica deosebita în: identificarea persoanelor, expertiza paternitatii si filiatiei, transfuzii si transplante, diagnosticul diferential al gemenilor monozigoti (MZ) si dizigoti (DZ), identificarea persoanelor vulnerabile la diferite îmbolnaviri, c) Caracterele ereditare anormale sunt prezente numai la unii indivizi Ele sunt produse de mutatii si reprezentate de bolile cromosomice, bolile monogenice si bolile mitocondriale * Bolile cromosomice sunt produse de aditia (trisomie) sau pierderea (monosomie) unui cromosom întreg sau a unei parti din cromosom; de ex , sindromul Down (trisomia 21) sau sindromul Turner (monosomia X) * Bolile monogenice sunt produse de mutatia unei gene (din genomul nuclear) cu efect major, care determina boala prin anomalii ale unor proteine de structura (hemoglobina, colagen, factori de coagulare, etc ) sau enzime (erori înnascute de metabolism etc ) Aceste mutatii se trasnmit în succesiunea generatiilor dupa tipul mendelian3: autosomal dominant (de ex , hipercolesterolemie familiala), autosomal recesiv (de ex fibroza chistica) sau legat de X (de ex hemofilia) Cu toate ca sunt "pur" genetice, manifestarea unora din aceste boli poate fi influentata pozitiv prin interventie medicala, deci de anumite conditii de mediu De exemplu: Fenilcetonuria (PCU) este o boala ereditara (OMIM # 261600) care evoluiaza spre retard mintal sever; ea poate fi prevenita prin depistarea la nastere a bolnavilor si folosirea unui regim dietetic fara fenilalanina; ambele actiuni medicale influenteaza manifestarea acestei boli genetice si purtatorii mutatiei pot fi normali, în anumite conditii de mediu * Bolile mitocondriale sunt un tip particular de boli monogenice produse de mutatii în genomul mitocondrial, care afecteaza producerea de energie în muschi si nervi; ele au un rol important în îmbatrânirea celulara Bolile mitocondriale se mostenesc într-un mod particular: de la mama la toti copii, dar baietii afectati nu transmit boala 2 2 CARACTERE DETERMINATE DE INTERACTIUNEA EREDITATE - MEDIU Numeroase caractere fenotipice, normale sau anormale, sunt produse de interactiunea, în proportii diferite, dintre ereditate si mediu (figura 1 2) De aceea aceste caractere sunt numite caractere multifactoriale a) Caracterele multifactoriale normale sunt determinate de interactiunea variabila dintre ereditate si mediu; ex : talia, greutatea, tensiunea arteriala, inteligenta, etc În realizarea acestor caractere multifactoriale ereditatea determina o parte din caracter, mai mare sau mai mica (denumita heritabilitate), precum si limita superioara sau potentialul genetic pâna la care poate fi dezvoltat acel caracter, în cele mai favorabile conditii de mediu (figura 1 3) Mediul produce o alta parte din caracter si determina sau nu atingerea limitei superioare sau realizarea potentialului genetic individual De exemplu: talia - este conditionata genetic în proportie de 67% Fiecare individ are o "limita superioara" determinata genetic, pâna la care poate creste si pe care nu o poate depasi Ea este o caracteristica familiala, fiind determinata de talia parintilor si conditiile în care creste copilul Atingerea acstei limite depinde de mediul de viata al individului Asa se explica faptul ca gemenii monozigoti (care au o ereditate identica), crescuti în medii diferite vor avea înaltimi diferite, iar populatii genetic diferite ce traiesc în acelasi mediu vor avea talii diferite Ereditatea nu determina deci un caracter unic ci un sir de capacitati fenotipice numit "norma de reactie" a individului la mediu sau potential genetic De aceea, Aristotel avea dreptate spunînd ca " natura omului nu este cea cu care s-a nascut ci aceea pe care el o poate dezvolta" Potentialul nostru genetic ne permite sa ne adaptam la cele mai variate conditii de mediu, dar, fireste, nu putem depasi anumite limite În conditii obisnuite nici nu exista un asemenea risc; exista însa pericolul de a folosi incomplet, subliminal, potentialul genetic al organismului b) Caractere multifactoriale anormale sunt reprezentate de anomaliile congenitale izolate (de ex , malformatiile congenitale de cord, spina bifida, despicaturile labio-maxilo-palatine etc) si de numeroase boli comune ale adultului (hipertensiunea arteriala esentiala, boala coronariana, diabetul zaharat, ulcerul gastric / duodenal, unele cancere, etc ) In producerea acestor boli factorii ereditari (reprezentati de obicei prin mai multe gene) si factorii de mediu interactioneaza permanent si complex Deaceea, aceste afectiuni au un determinism etiologic (cauzal) complex si se numesc boli multifactoriale (? 5% din populatie) Ele pot avea o distributie familiala dar NU se transmit mendelian (!) De cele mai multe ori, factorii genetici realizeaza o predispozitie genetica, o vulnerabilitate individuala la îmbolnavire Bineînteles, nu toti indivizii predispusi se îmbolnavesc deoarece este necesara si interventia factorilor de mediu care transforma predispozitia în boala (figura 1 4) Boala apare deci prin interactiunea obligatorie dintre ereditate si mediu (PG+M=B) Astfel, persoanele cu grupa sanguina O si nesecretori (deoarece nu elimina antigenele de grup sanguin prin secretii) fac mai frecvent ulcer duodenal, dar sunt mai rezistenti la infectiile virale Indivizii "negustatori" (care nu simt gustul amar al unor substante) se îmbolnavesc mai des de gusa nodulara decât cei "gustatori", daca consuma substante naturale antitiroidiene (care au gust amar) Indivizii cu Hp2-2 au un risc crescut de boala coronariana Riscul relativ al persoanelor care poseda antigenul HLA B27 de a face boli reumatismale cronice este de 120 ori mai mare decât cei care nu au acest antigen Identificarea factorilor care determina predispozitia genetica la îmbolnavire, precum si a persoanelor genetic predispuse, reprezinta modalitati importante pentru profilaxia bolilor comune ale adultului, prin descoperirea si evitarea factorilor de mediu care transforma predispozitia în boala Deoarece genele ce determina boala sau predispozitia la boala se transmit în familie, se poate spune ca "nu exista boli ci familii de bolnavi" Acest fapt este deosebit de important în practica medicala întrucât extinde obligatoriu atributiile medicului de la bolnav la familia lui c) Bolile prin mutatii somatice sunt produse prin efectul cumulativ al unor mutatii somatice succesive, în gene diferite, unele determinate de factori de mediu, altele prin erori de replicare a ADN Ex marea majoritate a cancerelor, multe boli autoimune si procesul de îmbatrânire Aceste boli se produc dupa conceptie, sunt limitate la celulele somatice si deci NU se transmit la descendenti; într-un procent mic de cazuri o mutatie initiala (importanta dar nu suficienta pentru producerea bolii) se poate mosteni de la unul din parinti, producând o predispozitie genetica la boala (ex , mutatia genei BRCA1 în cancerul de sân familial) 2 3 CARACTERE FENOTIPICE DETERMINATE DE MEDIU a) Caractere "ecologice" Mediul extern este reprezentat de diferiti agenti fizici, chimici sau biologici care pot produce deseori îmbolnaviri: arsuri, traumatisme, boli de iradiere, intoxicatii, infectii Aceste boli sunt aparent negenetice Dar, foarte probabil exceptând accidentele, efectele agresiunilor exogene asupra organismului sunt influentate de structura genetica, specifica fiecarei persoane Genotipul individual determina o eficienta diferita a mecanismelor de aparare imuna sau de metabolizare a unor substante, deci un mod specific de raspuns la agresiuni, influentând aparitia, manifestarea si gravitatea îmbolnavirilor Datorita acestei influente genetice se considera ca aproape nu exista caractere "pur" ecologice Astfel, în infectii s-a constatat, din cele mai vechi timpuri, ca în diferite epidemii nu se îmbolnavesc toti cei care vin în contact cu microorganismele patogene si ca gravitatea bolii variaza de la un individ la altul Astazi se stie ca vulnerabilitatea sau rezistenta la infectii este determinata de constitutia genetica a fiecarei persoane si, în special, de structura proprie de antigene HLA, "sistemul de supraveghere, alarma si aparare imunologica a organismului" (vezi cap 8) Unele combinatii (de ex : A1 - B8 - DR3) produc un raspuns umoral puternic si cei care le poseda sunt mai bine protejati de actiunea microorganismelor patogene, dar pot face boli autoimune; alte combinatii (de ex : A3 - B7 - DR2) dau un raspuns mult mai slab Ce geniala previziune a avut Claude Bernard afirmînd, la sfârsitul secolului 19: "microbul nu-i nimic, terenul este totul" b) Ecogenetica si farmacogenetica Studiul variatiilor individuale determinate genetic la actiunea factorilor externi se realizeaza astazi de o ramura a geneticii umane numita ecogenetica De ex alergenii induc astm la perosanele susceptibile (atopie); laptele sau alcoolul nu sunt tolerate de persoanele cu deficiente în lactaza si, respectiv, alcooldehidrogenaza * Ecogenetica include si farmacogenetica care studiaza diferentele genetice individuale în raspunsul organismelor la actiunea medicamentelor Aceasta problema va fi discutata pe larg în capitolul 8, aici vom aminti un singur exemplu: deficienta în glucoza-6-fosfat dehidrogenaza (G6PD) a globulului rosu (boala recesiva legata de X)(OMIM # 305900) Persoanele cu aceasta deficienta nu prezinta obisnuit nici o manifestare clinica; dupa expunerea la anumite medicamente (antimalarice, furazolidon etc), substante chimice (naftalen), consumul alimentar de bob (Vicia Fava) sau infectii; ele dezvolta o anemia hemolitica acuta * Numeroase observatii au demonstrat ca "nu exista tratamente general valabile pentru o boala ci terapii adaptate la bolnavi", în functie de capacitatea lor de metabolizare a unui medicament 3 RELATIA GENOTIP ? FENOTIP ? MEDIU Interactiunea dintre ereditate si mediu se poate exprima sintetic prin relatia: GENOTIP FENOTIP MEDIU Reamintim ca prin genotip se întelege structura genetica unica si caracteristica unui individ, care se stabileste în momentul fecundarii si ramâne stabila în cursul dezvoltarii Prin termenul de fenotip se defineste totalitatea caracterelor manifeste si specifice ale unui organism determinate de interactiunea genotipului cu mediul în care traieste acel organism Dependent de ereditate si mediu fenotipul este variabil, se poate schimba 3 1 RELATIA GENOTIP ? FENOTIP Relatia genotip ? fenotip4 este o relatie cauzala, dar nu este totala deoarece unele gene (recesive) nu se manifesta fenotipic, iar o parte din caracterele fenotipice sunt produse de mediu Caracterele fenotipice determinate de genotip sunt caractere pur erditare (ex : grupele sanguine, serice, enzimatice, tisulare) Relatia genotip ? fenotip este însa mult mai complexa Fara a intra în detalii (pe care le vom discuta ulterior) vom mentiona succint trei fenomene: heterogenitatea genetica, o gena-mai multe boli si norma de reactie * Heterogenitatea genetica este fenomenul prin care genotipuri diferite se pot manifesta fenotipic identic De ex: mutatii în genele pentru factorii VIII si IX ai coagularii, gene situate în loci diferiti pe cromosomul X, se manifesta clinic asemanator, prin hemoragii importante la traumatisme minime (datorita perturbarii coagularii); aceste doua mutatii diferite produc hemofiliile A si B Conceptul de heterogenitate genetica are o deosebita importanta practica pentru realizarea unui diagnostic etiologic (cauzal) precis al unor boli diferite cu manifestare identica; pe aceasta baza se va putea face un tratament eficace (adecvat cauzei) si se va realiza o evaluare corecta a riscului de recurenta, prin sfatul genetic * O gena, mai multe boli Mutatii diferite în aceiasi gena pot produce boli diferite De ex , mutatii variate în gena ?-globinei produc drepanocitoza, ?-talasemie, methemoglobinemie Un alt exemplu: mutatii diferite în gena RET produc o forma familiala de cancer medular a tiroidei (izolata sau asociata sindroamelor MEN2A si MEN2B; MEN - de la Multiple Endocrine Neoplasia) precum si megacolonul congenital (boala Hirschprung) * Norma de reactie (potentialul genetic) se caracterizeaza prin faptul ca un genotip nu determina întotdeauna un anumit fenotip; datorita interactiunii cu alte gene si cu mediul, un acelasi genotip poate determina fenotipuri diferite sau, mai exact, variatii de manifestare ale aceluiasi caracter De aceea se considera ca genotipul determina un potential fenotipic sau o norma de reactie la mediu "Genotipul este 'partitura', iar fenotipul este 'simfonia' pe care noi o auzim, marcata de personalitatea sefului de orchestra, minunata sau fara stralucire, dupa calitatile executantilor" (A Jaquard) + MEDIU 1 FENOTIP 1 GENOTIP FENOTIP 2 + MEDIU 2 Potentialul genetic realizat diferit în functie de mediu explica "variatiile în expresia unor gene", de tipul penetranta, expresivitate etc (vezi cap 5) 3 2 RELATIA MEDIU ? FENOTIP Relatia mediu ? fenotip este o relatie cauzala, dar caracterele fenotipice produse de mediu (numite si "modificatii") sunt neereditare Ele sunt cel mai adesea caractere anormale sau boli produse de agenti fizici, chimici sau biologici: arsuri, traumatisme, intoxicatii, avitaminoze si mai ales infectii Dar, asa cum am mai precizat, exceptând accidentele, efectele agresiunilor mediului asupra organismului sunt influentate de structura sa genetica specifica Uneori caracterele fenotipice produse de mediu se manifesta identic sau foarte asemanator cu caracterele fenotipice produse de genotip De ex , microcefalia5 poate fi produsa de o infectie fetala sau de o mutatie genica Diferentierea cauzala în aceste cazuri, cunoscute sub numele de fenocopii, este foarte importanta în evaluarea riscului de recurenta la sarcinile urmatoare: în primul caz (microcefalia produsa de factorii de mediu) riscul de recurenta este practic nul daca se evita o noua agresiune; în al doilea caz, riscul este mare si depinde de tipul mutatiei 3 3 RELATIA MEDIU ? GENOTIP Mediul poate actiona direct asupra genotipului producând modificari ale materialului genetic sau mutatii Ele pot afecta structura genei sau a cromosomilor si pot avea consecinte variate: unele modificari genereaza fenotipuri mutante anormale, altele determina variantele polimorfice populationale pe care le prezinta un caracter 3 4 RELATIA GENOTIP?FENOTIP?MEDIU LA NIVEL MOLECULAR Relatia dintre genotip si fenotip îsi dezvaluie întreaga sa semnificatie atunci când este analizata la nivel molecular Termenul de genotip poate fi substituit prin însasi substratul material al genelor: molecula de ADN Caracterele fenotipice sunt determinate de proteine structurale (colagen, oseina, elastina, hemoglobina, s a) sau enzime În acest fel relatia genotip ? fenotip devine: ADN ? PROTEINE si se traduce prin ideea fundamentala ca ADN detine si exprima informatia necesara pentru sinteza proteinelor, ce constituie suportul biochimic al caracterelor ereditare ale organismului Relatia ADN ? PROTEINE se poate nuanta si completa daca tinem cont de urmatoarele elemente: - expresia informatiei ereditare nu se face direct; ea este copiata prin procesul de transcriptie într-o molecula de ARNm, care trece în citoplasma , unde are loc sinteza proteinei (translatie); - informatia genetica din molecula de ADN se poate transmite (conserva) în succesiunea generatiilor, prin replicare semiconservativa, formîndu-se molecule de ADN identice; - fiecare element si etapa a relatiei poate fi influentata de mediu Pe baza acestor date, relatia ADN ? PROTEINE poate fi "reformulata" Obtinem astfel o noua relatie, denumita frecvent dogma centrala sau fundamentala a geneticii transcriptie translatie ADN m ARN PROTEINE ADN MEDIU 4 OMUL - SUBIECT DE STUDIU AL GENETICII UMANE a) Dezavantaje În comparatie cu alte organisme, fiinta umana pare, la prima vedere, un "material" de studiu genetic care prezinta suficiente inconveniente: diversitatea genetica a indivizilor, mare si necontrolata; dificultatea studiilor genealogice; numarul mic al subiectilor observati; dispersia geografica etc; în plus, nu se pot face experiente genetice pe om b) Avantaje În realitate omul a devenit rapid un subiect important pentru cercetarile genetice deoarece este fiinta cea mai bine studiata Sunt disponibile pentru cercetari populatii mari, în care se pot analiza numeroase si variate tipuri de mutatii, veritabile "experimente" ale naturii Prin folosirea unor metode adecvate, inclusiv a unor tehnici noi de culturi celulare si analiza moleculara, pot fi depasite dificultatile inerente ale studiilor familiale Se poate conchide fara rezerve ca omul reprezinta un subiect deosebit de interesant pentru studiile genetice C ISTORIA GENETICII UMANE Relatia dintre genetica si medicina trebuie analizata dintr-o perspectiva istorica, urmarind modul în care evolutia geneticii a interferat si influentat în timp evolutia medicinii, ajungând la stadiul actual de "medicina moleculara" Interactiunea dintre medicina si genetica a fost permanenta, bidirectionala si foarte productiva, mai ales în ultimele decenii Vom prezenta în mod succint si schematic principalele etape si evenimente din evolutia geneticii umane 3 ETAPA PRESTIINTIFICA (? 1865) În aceasta etapa s-au realizat numeroase observatii corecte privind agregarea familiala si transmiterea ereditara a unor boli (hemofilie, polidactilie, albinism); numeroase interpretari erau însa eronate Se caracterizeaza prin lipsa cunostintelor privind procesele de baza (conceptie, reproducere etc), eludarea analizei si absenta unei teorii generale, convingatoare, care sa explice fenomenele ereditare 2 ETAPA FUNDAMENTARII GENETICII CA STIINTA SI INTRODUCERII SALE ÎN MEDICINA (1865? 1960) Fundamentarea geneticii ca stiinta a fost facuta de catre Gregor Mendel (1865), care introduce conceptul genei si formuleaza legile ereditatii La începutul secolului XX, prin contributia mai multor cercetatori dar mai ales a lui T H Morgan (primul premiu Nobel pentru genetica) se formuleaza teoria cromosomica a ereditatii Apar primele studii de genetica în medicina: F Galton (1890) analizeaza unele caractere umane complexe, "cantitative" (talia, inteligenta), introduce conceptul interactiunii dintre ereditate si mediu, initiaza studiul gemenilor si dermatoglifelor; A Garrod (1902) introduce mendelismul în medicina prin studiul primelor "erori înnascute de metabolism" (alcaptonuria, albinismul, cistinuria si pentozuria) precum si ideea "individualitatii biochimice", prin care explica raspunsurile diferite la droguri si infectii ale unor persoane diferite În deceniile cinci si sase începe era geneticii moleculare, prin demonstrarea rolului genetic al ADN (Avery et al 1944) si descoperirea modelului structurii ADN (Watson si Crick, 1953) Aparitia geneticii medicale a fost determinata de doua descoperiri remarcabile: L Pauling (1949) demonstreaza ca o boala ereditara, anemia hemolitica cu hematii în secera (sicklemia sau drepanocitoza) este produsa de o hemoglobina anormala (Hb S), care se deosebeste de Hb A prin înlocuirea unui singur aminoacid; sicklemia devine prima boala moleculara identificata la om; J Lejeune (1959) descopera prima anomalie cromosomica la om, trisomia 21, în sindromul Down 3 DEZVOLTAREA GENETICII MEDICALE (1960? 1970) În aceasta scurta perioada ("deceniul de aur") se acumuleaza numeroase dovezi privind rolul important al factorilor genetici în producerea bolilor umane Concomitent cu reducerea marcata a frecventei bolilor infectioase si nutritionale, a devenit evident ca bolile genetice sau conditionate genetic reprezinta, cel putin în tarile dezvoltate, o cauza majora de morbiditate si mortalitate, o problema de sanatate publica S-au amplificat aplicatiile practice ale geneticii medicale, care capata o pondere tot mai importanta în practica medicala; dintre acestea mentionam: perfectionarea diagnosticului bolilor metabolice si a depistarii sistematice la nou nascuti a unor boli frecvente si tratabile (fenilcetonuria, hipotiroidia congenitala); ameliorarea tehnicilor de analiza cromosomica, prin metode noi de marcaj în benzi, care permit identificarea precisa a unor anomalii structurale minime; dezvoltarea sfatului genetic (evaluarea riscului de aparitie a unor boli genetice în familii); introducerea si amplificarea diagnosticului prenatal; optimizarea tratamentului simptomatic si patogenic în diferite boli genetice, care înceteaza sa mai fie "fara sperante terapeutice" 4 NOUA GENETICA UMANA SI MEDICINA MOLECULARA (1980 ? ) a) Revolutia metodologica a geneticii moleculare Pâna în anul 1970 genele erau entitati virtuale, inaccesibile analizei biochimice La începutul deceniului opt se descopera tehnici performante de analiza directa a ADN, a genei Ele au permis: identificarea si localizarea unor gene; izolarea si clonarea lor; descifrarea "mesajului" genelor (prin secventializarea ADN) si, eventual, expresia lor în diferite celule "gazda", în care se obtin proteinele codificate de gena Aceste tehnici de "manipulare genetica" sau "ADN recombinant" reprezinta o veritabila "inginerie genetica" Genetica iese din cadrul sau abstract si începe o noua era a genetiii moleculare Ea produce o veritabila revolutie în biologie, deoarece deschide calea întelegerii marilor enigme: originea vietii, evolutia, speciatia, diferentierea celulara si morfogeneza, senescenta, organizarea si functionarea sistemului nervos si imun, cancerul etc Initial noile metodologii ale geneticii moleculare au fost receptate de catre lumea stiintifica cu justificata teama, atribuindu-li-se pericolul unor consecinte nefaste si necontrolabile Rezervele s-au dovedit ulterior putin justificate si, treptat, "ingineria genetica", simplificându-si procedurile initiale si crescându-si gradul de accesibilitate, a "invadat" toate sectoarele biologiei si în special medicina Desi au trecut doar 15-20 ani de la introducerea noilor tehnologii de studiu direct al genei, aceste descoperiri, recompensate cu numeroase premii Nobel, au generat consecinte majore pentru genetica umana dar mai ales pentru teoria si practica medicala (tabelul 1 1) b) Noua genetica umana si medicina moleculara Cu ajutorul tehnicilor de analiza moleculara a început descifrarea si cartografierea genomului uman Pâna în prezent au fost identificate si localizate pe cromosomii umani peste 10000 de gene normale si mutante S-au studiat efectele unor gene "importante" în fiziologia si patologia umana: genele pentru imunoglobuline, interferoni, factori de crestere, receptori hormonali, lipoproteine, colagen, oncogene, etc În anul 1980 s-a initiat "Proiectul genom uman", unul din cele mai ample si ambitioase programe de cercetare medicala; în februarie 2001 s-a finalizat schita secventei întregului genom uman si se estimeaza ca pâna în anul 2005 toate cele circa 30 000-40 000 de gene fi identificate si analizate Anatomia si fiziologia, normala si patologica a genomului uman determina o abordare moleculara a tuturor problemelor de genetica medicala; deoarece ea este atât de diferita de abordarile anterioare a fost numita "noua genetica umana" Restructurându-si elementele sale fundamentale, prin introducerea anatomiei si fiziologiei genomice, medicina anilor '90 devine o medicina moleculara Eforturile si realizarile cele mai mari s-au facut în domeniul elucidarii mecanismelor moleculare de producere a bolilor Afectiunile genetice au fost, fireste, primul beneficiar al aplicarii noilor tehnici de analiza moleculara În ultimii ani se constata însa o extensie a câmpului de actiune al analizei patogeniei moleculare la bolile comune: cancerul, boala coronariana, diabetul zaharat, hipertensiunea arteriala, etc încercându-se descoperirea genelor implicate în predispozitia la boala Pe baza cunoasterii mecanismelor moleculare s-au introdus noi metode de diagnostic si tratament, care se adreseaza moleculelor implicate în procesele patologice În acest context, rolul geneticii medicale devine din ce în ce mai important Tabelul 1 1 Lista laureatilor Premiilor Nobel pentru descoperiri în domeniul geneticii ANUL LAUREATI DESCOPERIRE 1933 Thomas Hunt Morgan 1946 H J Muller 1958 G W Beadle, E L Tatum, J Lederberg 1959 S Ochoa, A Kornberg 1962 Francis Crick, James Watson, Maurice Wilkins Structura moleculara a ADN 1965 Francois Jacob, Jacques Monod, Andre Kwoff Reglarea genetica 1968 Robert Holley, Gobind Khorana, Marshall Nirenberg Descifrarea codului genetic 1975 Renato Dulbecco, Howard Temin, David Baltimore Interactiunea dintre virusurile tumorale si ADN nuclear 1978 William Arber, Daniel Nathans, Hamilton Smith Endonucleazele de restrictie 1980 Baruj Bernacerraf, George Snell, Jean Dausset Controlul genetic al raspunsului imun 1980 (chimie) F Sanger, Paul Berg, W Gilbert 1983 Barbara McClintock Genele mobile (transposonii) 1985 Michael Brown, Joseph Goldstein Receptorii celulari în hipercolesterolemia familiala 1987 Tonegawa Susumu Aspectele genetice ale anticorpilor 1989 Michael Bishop, Harold Varmus Studiul oncogenelor 1993 Richard Roberts, Philip Sharp Structura discontinua a genelor 1993 Chimie K B Mullis, M Smith 1995 Edward Lewis, Christiane Nusslein-Volhard, Eric Wieschaus Genele homeotice si alte gene implicate în dezvoltare D IMPORTANTA GENETICII ÎN MEDICINA MODERNA 1 BOLILE GENETICE Bolile genetice erau considerate raritati cu care practicianul se întâlnea întâmplator în cursul activitatii sale Pe masura ce tehnologiile de studiu si cunostintele de genetica au progresat iar frecventa bolilor negenetice (cauzate de malnutritie, infectii, s a ) a diminuat spectaculos, a devenit evident impactul masiv al patologiei genetice în practica medicinii moderne Bolile genetice sunt numeroase; se cunosc peste 10 000 de boli determinate sau conditionate genetic; ele au o mare diversitate, se manifesta la orice vârsta, orice sistem de organe si deaceea se regasesc în aproape toate specialitatile medicale Bolile gentice sunt frecvente; ele afecteaza cel putin 5-8% din nou-nascuti (1 din 20) si probabil 30- 40 % de indivizi în tot cursul vietii (tabelul 1 2) Tabelul 1 2 Incidenta6 bolilor genetice (modificat dupa Connor & Ferguson-Smith, 1997 si Jorde et al 2000) Tipuri majore de boli genetice Numar de subtipuri Incidenta la 1000 nou-nascuti vii Boli cromosomice (ex : sindrom Down) > 600 6 - 9 Boli monogenice (mendeliene) * Autosomal dominante (ex : boala polichistica renala a adultului = ADPKD; * Autosomal recesive (ex , fibroza chistica) * Legate de X (ex : hemofilia; daltonismul) 8544* 527* 24 20 2 2 Boli mitocondriale 60 Rare Boli multifactoriale (debut înainte de 25 ani) * Malformatii congenitale majore (ex , spina bifida, DSV, despicaturile labio-maxilo- palatine) * Boli comune ale adultului (ex : hipertensiunea arteriala, diabetul zaharat, boala ulceroasa, schizofrenia) >50 >50 20 - 50 Total (înainte de 25 ani) 50 - 83 Boli genetice ale celulelor somatice# >100 250 Total 300 - 383 * Dupa OMIM (1998) # Acest tip de boli apar dupa nastere, la circa 25% adulti Bolile genetice au o contributie majora la mortalitatea infantila si morbiditate Acum mai putin de un secol bolile produse de cauze negenetice (malnutritie, infectii, conditii insalubre etc) produceau majoritatea deceselor la copil; în sec XX sanatatea publica s-a îmbunatatit si ca rezultat mortalitatea infantila s-a redus iar bolile genetice au devenit o cauza majora a deceselor la copil De exemplu în Marea Britanie decesele prin boli genetice erau 16,5% în 1914 si 50% în 1976 30-50 % din internarile în spitalele de copii sunt determinate de afectiuni genetice sau anomalii congenitale; circa 10 % din internarile în spitalele de adulti sunt produse de boli genetice sau conditionate genetic Circa 50% din avorturile spontane din trim I sunt produse de anomalii cromosomice Aproximativ 2-3% din nou-nascuti au o anomalie congenitala majora, deseori produsa de factori genetici; alti 2% nou-nascuti au o anomalie cromosomica sau o boala monogenica Bolile genetice sunt boli cronice care realizeaza frecvent un handicap fizic, senzorial, motor sau mintal Bolile genetice produc peste 50% din cazurile severe de retard mintal, de surditate sau cecitate la copil Ingrijirea pacientilor cu boli genetice implica cheltuieli importante Se poate conchide, fara rezerve, ca bolile genetice reprezinta o problema majora de sanatate publica, ce impune actiuni concrete si eficace de diagnostic si un Program national de profilaxie a bolilor genetice, bazat pe sfat genetic, screening si diagnostic prenatal, screening neonatal (pentru boli frecvente si tratabile), registre regionale sau nationale si diagnosticul presimptomatic în familiile cu risc genetic crescut 2 GENETICA MEDICALA Genetica medicala - ca parte a geneticii umane - a devenit o specialitate clinica distincta care se ocupa de diagnosticul si îngrijirea pacientilor cu boli genetice precum si de familiile lor prin: sfat genetic, diagnostic prenatal, screening neonatal sau diagnostic presimptomatic Ponderea acestor servicii de genetica în asistenta medicala a populatiei este importanta si nu poate fi ignorata În fiecare an se nasc în România circa 7200 copii cu anomalii congenitale iar 12 000 vor fi afectati de diferite boli genetice înainte de 25 de ani Deci circa 20 000 de copii si familiile lor (în care si alte persoane au un risc genetic) au nevoie anual de diagnostic, explorari si sfat genetic; aceasta impune cu necesitate crearea unei retele nationale de Centre de Genetica Medicala regionale si Cabinete judetene Numeroasele descoperiri din ultimul deceniu au avut efecte importante asupra teoriei si practicii medicale Vom enumera cele mai importante consecinte * Diagnosticul genotipic În plan diagnostic, perfectionarea metodelor de analiza moleculara, la nivel genic, a permis ameliorarea capacitatii de identificare a unor boli, indiferent de vârsta pacientului (fat, nou nascut, copil, adult) si deseori înainte de manifestarea clinica a bolii (presimptomatic) Diagnosticul genotipic devine astfel o noua si eficace actiune în medicina practica Deasemeni, cu ajutorul unor sonde specifice, se pot detecta genomurile unor virusuri, bacterii si paraziti care infecteaza organismul uman * Farmacologia genomica si terapia genica Pe plan terapeutic tehnicile de ADN recombinant au dus la obtinerea unor noi mijloace si solutii terapeutice A început fabricarea industriala a unor proteine umane cu valoare terapeutica (insulina, interferon, hormon de crestere, eritropoietina, factor VIII, streptokinaza, s a ) prin insertia unor gene umane în bacterii si cultivarea lor în bioreactoare A aparut farmacologia "genomica" în care prin sinteza unor inhibitori ai transcriptiei genelor mutante sau a unor oligonucleotide anti-sens (complementare ADN sau mARN) se încearca blocarea functionarii genelor mutante sau a genomurilor exogene a unor virusuri (de ex , HIV) A devenit operationala (din 1991) si terapia genica, în care prin fabricarea si introducerea unor gene normale în celulele somatice ale unor bolnavi cu afectiuni genetice grave se poate ameliora / corija efectul genelor mutante * Profilaxia personalizata si medicina predictiva Profilaxia bolilor capata, gratie geneticii, o noua dimensiune Adresându-se familiilor sau persoanelor cu risc genetic, profilaxia devine individualizata, personalizata Identificarea unor gene ce determina susceptibilitatea unor persoane sanatoase la anumite boli (de ex , la anumite forme de cancer) precum si studiul unor markeri genetici individuali asociati cu vulnerabilitatea la boala (de ex , la hipertensiune arteriala, boala coronariana, s a ) deschid calea unei medicini predictive, bazata pe "previziunile" prenatale sau premorbide Medicina predictiva, cu toate dilemele etice pe care le suscita, ofera mari sperante pentru prevenirea bolilor 3 MEDICINA ÎN ERA POST- GENOMICA Descifrarea completa a secventei genomului uman va avea implicatii certe asupra practicii medicale, determinând progrese majore în diagnosticul, tratamentul si prevenirea multor boli Desigur, nu trebuie sa exageram rolul geneticii medicale si nici nu trebuie sa uitam riscul potential al discriminarii gentice sau numeroasele implicatii etice, legale si sociale pe care le vor avea noile descoperiri ale geneticii Secventierea genomului uman este doar sfârsitul unei etape si începutul erei postgenomice în care se vor multiplica eforturile de a identifica genele asociate cu variate caracatere biologice, inclusiv boli, si se vor identifica variantele alelice ale genelor si profilurilor de expresie în diferite tesuturi normale sau anormale O atentie speciala se va acorda interactiunilor complexe dintre gene precum si între gene si mediu Multi geneticieni, si nu numai ei, cred ca toate acestea vor fundamenta noua era a medicinii moleculare Optimistii cred ca studiul bolilor bazat pe mecanismele lor moleculare si biochimice va schimba orientarea practicii medicale de la diagnostic si tratament la predictie si profilaxie, bazate pe gene de susceptibilitate Dar si elemntele traditionale se vor modifica deoarece nimeni nu se îndoieste ca diagnosticul genotipic (deseori presimptomatic sau prenatal) va fi tot mai mult aplicat iar farmacogenomica va permite un tratament bazat pe genotipul individual, va descoperi noi "tinte" pentru medicamente si va "rafina" specificitatea lor de actiune Pesimistii considera ca secventierea genomului nu este decât unul dintre pasii numerosi pe care medicina îi are de facut pentru a întelege mai bine procesele patologice Genele actioneaza într-o retea de interactiuni complexe, cu alte gene si cu mediul, astfel ca orice corelatie dintre genotip si fenotipul clinic (mai ales în bolile comune) va fi dificila Testele genetice predictive vor avea o eficienta mica asupra morbiditatii si mortalitatii, deoarece o proportie redusa din populatie este afectata de boli monogenice iar rata mutatiilor noi este destul de importanta Testele de susceptibilitate identifica numai o predispozitie la boala nu si riscul efectiv de boala (determinat de parametri mai complexi) În plus, persoanele cu risc (de exemplu pentru cancer) au înca optiuni terapeutice reduse Terapia genica ramâne o posibilitate a unui viitor nu prea apropiat Implicatiile etice, sociale si legale pot fi importante în absenta unei politici clare de protectie a confidentialitatii informatiei genetice Echilibrul necesar dintre punctele mai extreme de abordare a efectelor secventierii genomului uman asupra practicii medicale pleaca de la recunoasterea faptului ca am intrat în era postgenomica, decisiva pentru disectia mecanismelor moleculare ale bolilor Aplicatiile clinice vor depinde de abordarea etica si sociala a problemelor dar cu certitudine vor oferi solutii de reducere a consecintelor atât a bolilor genetice cât si acelor comune, multifactoriale Nimeni nu poate ignora ca medicina a devenit moleculara si ca genetica va contribui decisiv la dezvoltarea si eficienta ei CASETA 1 2 Va revolutiona genetica MEDICINA? Acesta este titlul unui articol publicat de catre Holtzman si Marteau în anul 2002 în prestigioasa revista New England Journal of Medicine, care a generat numeroase dezbateri si opinii divergente În analiza lor, autorii pornesc de la un punct de vedere amplu exprimat si sintetizat de Francis Collins, directorul Institutului national de cercetare a genomului uman, din SUA: " (noua genetica) va permite o întelegere noua a contributiei geneticii la bolile umane si dezvoltarea unor strategii rationale de reducere sau prevenire a tuturor bolilor", cu referire speciala la bolile comune ale adultului Autorii recunosc ca secventializarea genomului uman va schimba profund diagnosticul si tratamentul bolilor monogenice, mendeleene, dar acestea numai o mica parte din populatie, comparativ cu bolile comune ale adultului care au o certa predispozitie genetica: diabetul zahart, boala coronariana, hipertensiunea arteriala, astmul bronsic, psihozele, cancerele de sân si colon etc În ciuda unor cercetari intense, s-au descoperit putine gene de susceptibilitate (cu penetranta mare) si acestea explica doar 3-5% din toate cazurile de boala iar efectul lor asupra riscului de îmbolnavire este relativ redus, cresc riscul doar de 2-3 ori Dificultatile sunt explicabile prin faptul ca riscul de boala depinde de interactiunea mai multor gene si a unor factori de mediu În aceste conditii, preventia prin testare în masa pentru identificarea persoanelor cu risc are o eficienta redusa si o finalitate limitata în absenta unor tratament eficiente (de ex în cancere) În opinia autorilor, complexitatea etiologiei bolilor comune lasa dubii daca predictia precisa pentru un numar mare de persoane din populatie (deci nu din familiile cu risc crescut) va fi vreodata posibila În aceste conditii contributia geneticii va fi mai mica si nu este bine sa pierdem din vedere alte posibilitati de îmbunatatire a sanatatii publice Fara îndoiala observatiile autorilor sunt pertinente, în momentul actual, dar în conditiile în care medicina a devenit moleculara si progresele cunoasterii sunt rapide, cu consecinte greu de prevazut în prezent, nu credem ca putem anula optimismul benefic pe care noua genetica îl aduce abordarii bolilor comune; fara genetica moleculara patogenia lor va fi la fel de misterioasa iar interventiile profilactice si terapeutice putin eficace 4 ABORDAREA GENETICA ÎN RELATIA MEDIC - PACIENT Genetica devine nu numai o parte integranta a medicinii moderne ci si o componenta de rutina a îngrijirii bolnavilor si familiilor lor Se produce astfel o modificare importanta în relatia "medic-pacient" Este important sa reamintim ca practica medicinei se bazeaza pe abordarea unui individ cu o problema de sanatate Confruntat cu pacientul bolnav medicul trebuie sa adune datele necesare pentru a raspunde la doua întrebari specifice: 1 Care este problema? (ce are bolnavul?) 2 Ce se poate face pentru rezolvarea acestei probleme? În esenta, raspunsul la cele doua întrebari înseamna diagnostic si tratament, elemente traditionale si esentiale pentru practica medicala Totusi, alte doua întrebari aditionale au devenit importante odata cu dezvoltarea geneticii: 3 De ce aceasta persoana are aceasta problema (afectiune) acum? 4 Exista cai / mijloace pentru a preveni sau reduce o problema viitoare (pentru aceasta persoana sau familia sa)? Aceste doua întrebari necesita cunostinte sporite de fiziopatologie si genetica Asa cum am aratat, abordarea/ gândirea genetica se bazeaza pe trei principii fundamentale: 1) individualitatea (unicitatea) genetica a fiecarei persoane (vezi B 1 3); 2) rolul important al factorilor genetici în producerea bolilor sau a predispozitiei la diferite îmbolnaviri; 3) transmiterea genelor mutante la alti membri ai familiei, ceea ce face ca familia sa fie o unitate de interes si actiune Cele trei componente majore ale abordarii (gândirii) genetice se pot rezuma în sintagme cunoscute: ? "nu exista boli ci numai bolnavi"; ? "aproape orice boala are o componenta genetica"; ? "nu exista boli ci familii de bolnavi" Abordarea genetica presupune informarea pacientului asupra: a) modului sau particular de a face boala si raspunde la tratament; b) componentei genetice a bolii; c) caracterului ei familial La aceasta actiune se adauga implicarea medicului în familia bolnavului, pentru diagnosticul unor cazuri noi de boala sau identificarea unor persoane cu risc, care trebuie sfatuite si ajutate corespunzator Nu este vorba de fapt "de a sti genetica medicala" (specialitate clinica distincta) ci de a practica o buna medicina pe baze genetice În esenta, abordarea genetica în medicina, întelegerea si aplicarea în practica a celorlalte descoperiri ale geneticii si medicinii moleculare presupune o cultura si o conceptie (gîndire) genetica, care trebuie însusite Pentru medicul practician aceasta actiune pare dificila dar toate lucrurile noi sunt dificile; abordarea lor merita facuta atunci când beneficiile sunt reale si importante Volumul si complexitatea informatiilor genetice au crescut substantial si nu pot fi utilizate fara a recurge la sistemele informatice de stocare, regasire si utilizare datelor (programe informatice, CD-ROM "actualizate", Internet) (vezi Caseta 1 2 ) Valoarea si utilitatea practica a datelor genetice (în special în individualizarea tratamentului sau profilaxiei) nu mai pot fi ignorate si obliga pe clinicieni sa foloseasca aceste informatii pentru a-si asista pacientii Aceasta presupune nu numai cunoasterea principiilor de baza ale geneticii medicale ci si disponibilitate pentru un sistem de educatie medicala continua, care nu poate fi ignorat de nimeni Pentru studentul în medicina care nu are înca o perspectiva clara a medicinii si practicii medicale, dar trebuie sa memoreze numeroase lucruri, genetica prin caracterul ei rational, logic si aplicativ ar putea fi un moment bine venit În plus exista si o puternica motivatie: genetica înarmeaza viitorul medic cu principiile necesare întelegerii viitorului medicinei CASETA 1 3 Genetica umana pe Internet INTERNETUL este un sistem international amplu care leaga între ele computerele individuale si retele locale din universitati, laboratoare de cercetari, organizatii guvernamentale sau comerciale World Wide Web (www) este o modalitate de folosire a internetului cu ajutorul unui program web browser Web foloseste documente hypertext sau http (de la hypertext transmission protocol), care arata ca un text obisnuit (ce poate fi citit, editat, stocat, etc ) dar unele cuvinte sau cadre (boxes) sunt subliniate printr-o culoare (albastra); acestea sunt legaturile (links) de acces la alte documente Facând click pe o astfel de legatura se poate accesa un alt computer, la mii de kilometri distanta Fiecare document web are un cod propriu numit uniform resource locator (URL) sub forma http://www numele serverului De ex URL pentru serverul www de la The National Center for Biotchnology Information este http://www ncbi nlm nih gov/ iar URL pentru European Bioinformatics Institute este http://www ebi ac uk/ Dupa ce se scrie adresa, web browserul computerului deschide Home Page din care prin cadrele de legatura se pot accesa alte pagini web Adresele diferitor baze de date se pot schimba Daca una din adresele cunoscute nu functioneaza trebuie sa o cautam, plecînd de la un punct start, folosind "o masina de cautare" de tipul Yahoo: http://www yahoo com; folosind acest sistem se pot cauta documente cu un subiect specific De la acest punct de start se pot gasi legaturile catre diferite baze de date Adresele cele mai folosite în genetica umana sunt: * OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) este catalogul caracterelor monogenice umane normale si patologice, creat de Victor McKusick, care este continuu actualizat OMIM este legat de alte baze de date Poate fi accesat: in USA: http://www ncbi nlm nih gov/omim ; in UK: http://www hgmp mrc ac uk /omim/ * Genome Database: http://ww gdb org/ * Gene cards: http://bioinformatics weizmann ac il/cards/index/html Prezinta, într-o forma concisa, date integrate din multiple baze de date * Cytogenetic resources: http://www kumc edu/gec/geneinfo html prezinta o legatura foarte utila cu multiple site-uri, inclusiv: Cytogenetic Images Index, Gene Map of human chromosomes, Human Cytogenetics Database, Chromosome Databases, Karyotypes of normal and abnormal chromosomes * Medline: http://www ncbi nlm nih gov/PubMed/ Da informatii (rezumate) asupra articolelor publicate în revistele biomedicale; ele pot fi accesate pe autori, titluri, cuvinte cheie etc * The National Center for Biotchnology Information:http://www ncbi nlm nih gov/ * The National Center for Genomic Resources: http://www ncgr org * The National Human Genome Research Institute Home Page: http://www nhgri nih gov * European Bioinformatics Institute este http://www ebi ac uk/ Descrierea acestor site-uri si altora, utile în documentarea si activitatea celor interesati de domeniul geneticii medicale este prezentata la sfârsitul cartii într-o anexa speciala La fiecare capitol se vor prezenta adresele site+urilor relevante pentru capitolul respectiv ADN este molecula fundamentala a vietii Toate mecanismele prin care se realizeaza structura si functiile celulelor, asamblate în tesuturi si organe, precum si raspunsurile lor la actiunea mediului intern sau extern - sunt codificate si reglate de structura uimitor de simpla si eleganta a genomului uman De aceea, întelegerea structurii ADN si a organizarii sale în celule este fundamentala pentru studiul geneticii medicale si medicinei în general A ADN ESTE SUBSTRATUL MOLECULAR AL EREDITATII 1 EVOLUTIA CONCEPTIILOR DESPRE NATURA GENEI În anul 1865, MENDEL a formulat ipoteza genei potrivit careia fiecare caracter este detreminat de "o pereche de factori ereditari" (numiti mai târziu gene) si a stabilit legile ereditatii Astfel, el a pus bazele geneticii ca stiinta Initial, în ipoteza lui Mendel, gena era o entitate abstracta, ipotetica, si natura sa chimica era necunoscuta Ulterior, la începutul secolului XX, demonstrându-se rolul cromosomilor în ereditate (Sutton, Boveri si mai ales T H MORGAN), gena a devenit un element concret, material, un segment dintr-un cromosom care determina un caracter specific, dar natura ei chimica a ramas în continuare necunoscuta La începutul deceniului patru s-a stabilit ca în structura cromosomilor exista proteine si acizi nucleici: ADN si ARN; una din aceste componente trebuia sa fie substratul chimic al genei Multi cercetatori credeau atunci ca genele sunt formate din proteine, cele mai complexe substante chimice din celule; ADN era considerat o molecula prea simpla pentru înmagazinarea informatiei ereditare si transmiterea ei în succesiunea generatiilor Existau totusi unele argumente "indirecte" care pledau pentru rolul genetic al ADN: localizarea aproape exclusiva a ADN în nucleu si cromosomi, structuri cu rol important în ereditate; cantitatea sa constanta si caracteristica speciei, proportionala cu numarul cromosomilor (celulele sexuale au jumatate din ADN-ul celulelor somatice); stabilitatea metabolica a moleculei de ADN În 1944, Avery et al au demonstrat experimental ca ADN-ul este substratul molecular al ereditatii 2 DEMONSTRAREA ROLULUI GENETIC AL ADN În 1928, microbiologul englez F Griffith a facut o observatie remarcabila El a studiat morfologia si patogenitatea diferitelor tulpini de pneumococus Unele tulpini aveau o capsula polizaharidica si cultivate pe agar formau colonii "netede", fiind numite S (de la "smooth") iar altele erau necapsulate si formau colonii "rugoase", fiind numite R (de la "rough") Griffith a observat ca soarecii injectati cu pneumococi S au murit iar cei injectati cu tulpina R au supravietuit; deci pneumococii S erau patogeni, producând septicemie si moarte Patogenitatea, deteminata de prezenta capsulei, se transmite ereditar În mod surprinzator, un amestec de pneumococi R (nepatogeni) vii si pneumococi S (patogeni) inactivati prin caldura a avut un efect letal De la animalele moarte s-au izolat pneumococi S vii Explicatia posibila a acestui fenomen era transformarea tulpinilor de pneumococi R vii în tulpini S vii, sub influenta unor componente din structura pneumococilor S omorâti; natura chimica a substantei care a produs transformarea nu a putut fi însa stabilita În 1944, Avery, Mac Leod, Mc Carty (de la Rockefeller Institut) au reluat experientele lui Griffith si au demonstrat experimental ca ADN-ul este factorul transformant Autorii au aratat ca transferul ADN extras de la o tulpina de pneumococi S capsulati, patogeni, la pneumococi R necapsulati, nepatogeni, determina transformarea lor în pneumococi patogeni (R ? S); mai exact, un segment de ADN-S ce contine gena pentru capsula a fost încorporat în ADN-ul pneumococilor R Aceasta modificare nu era realizata de proteine sau de alte componente din structura pneumococilor S si era inhibata de ADN-aza (figura 2 1); odata produsa, modificarea se transmite la generatiile urmatoare, fiind deci ereditara Pe aceasta baza s-a presupus ca ADN este materialul genetic Asa cum se întâmpla adesea cu marile adevaruri, rolul genetic al ADN, clar si elegant demonstrat de Avery et al a fost însa un timp negat În 1952, Hershey si Chase (Premiul Nobel, 1969) au demonstrat ca transferul exclusiv al ADN de la bacteriofagi la Escherichia coli transforma aceasta bacterie în celule producatoare de particule fagice, cu o structura completa, inclusiv capsula proteica (figura 2 2) Autorii au marcat proteinele capsulare ale bacteriofagilor cu sulf radioactiv (32S) iar ADN cu fosfor radioactiv (35P); când bacteria E coli a fost infectata cu bacteriofagi "marcati", se observa ca numai 35P (deci ADN) patrunde în celula (32S - proteinele capsulare ramân la exterior) Formarea ulterioara a unor particule fagice noi, complete, demonstreaza clar ca ADN era unicul purtator al informatiei ereditare Demonstrarea faptului ca transferul ADN de la un microorganism la altul produce transformari permanente si ereditare ale primitorului a constituit dovada decisiva ca genele sunt alcatuite din ADN Experientele de transformare ereditara produse de ADN si numeroase alte dovezi au stat la baza unei noi paradigme fundamentale în biologie si au inaugurat revolutia moleculara în genetica Introducerea unor segmente de ADN în celule cultivate "in vitro" (transfectie) sau în zigoti / embrioni ("animale transgenice") sta la baza ingineriei genetice Mai mult, ea reprezinta principiul de baza al terapiei genice, cea mai extraordinara realizare a medicinei ultimilor ani B STRUCTURA ADN Descoperirea rolului genetic al ADN7 a concentrat atentia cercetatorilor asupra structurii sale, întrucât descifrarea ei reprezenta singura cale pentru întelegerea naturii si functiei genei În anul 1953, James Watson si Francis Crick au propus un model al moleculei de ADN alcatuit din doua catene polinucleotidice, legate complementar prin bazele azotate, înfasurate într-o elice dubla, rasucita spre dreapta Modelul WATSON-CRICK al structurii ADN reprezinta, probabil, cea mai mare descoperire a biologiei moderne (Premiul NOBEL, 1962) Acest model, universal valabil în lumea vie, corespunde functiilor materialului genetic, deoarece explica modul în care se stocheaza, se transmite si se exprima informatia ereditara Gena înceteaza sa mai fie o entitate "misterioasa", are o structura chimica complexa si bine definita, iar ADN devine nu numai esenta geneticii ci si un veritabil simbol al vietii Consecintele pentru practica medicala ale revolutiei determinate de catre descoperirea structurii si functiei ADN sunt si vor fi atât de spectaculoase încât nu vor avea egal în istoria medicinii 1 STRUCTURA PRIMARA SI SECUNDARA A ADN 1 1 STRUCTURA PRIMARA A ADN ADN este un macropolimer de "deoxiribonucleotide" Lungimea si greutatea sa moleculara sunt foarte mari, permitând stocarea unei cantitati uriase de informatie Cantitatea de ADN variaza de la specie la specie (la om g m =3,5 x1012 daltoni) dar este constanta la indivizii aceleiasi specii, precum si în toate celulele somatice (diploide) de la acelasi individ Unitatea structurala a ADN este deoxiribonucleotidul, alcatuit din trei elemente distincte: un glucid cu cinci atomi de carbon (o pentoza), o baza azotata si un grup fosfat - unite prin legaturi covalente (puternice) (figura 2 3) Pentoza este reprezentata de D-2-deoxiriboza, în forma sa furanozica Baza azotata poate fi purinica - adenina (A), guanina (G) - sau pirimidinica - timina (T), citozina (C); se leaga la C1' al deoxiribozei, alcatuind împreuna un nucleozid Grupul fosfat (provenit din acidul ortofosforic) se leaga la C5' al deoxiribozei, formând cu aceasta si baza azotata un nucleotid, unitatea fundamentala a structurii catenei de ADN Grupul fosfat confera moleculei de ADN caracterul de "acid" si numeroase sarcini negative, neutralizate in vivo prin fixarea histonelor, proteine bazice În ADN, exista patru tipuri de deoxiribonucleotide - acid deoxiadenilic, deoxiguanilic, deoxicitidilic, deoxitimidilic - care se vor deosebi numai prin baza azotata; gruparea fosfat si deoxiriboza sunt elemente constante Polimerizarea nucleotidelor, în molecula de ADN, se realizeaza prin legaturi covalente 3'- 5' fosfodiester, formate între gruparea OH a C3 al deoxiribozei unui nucleotid si restul fosfat fixat la C5 al nucleotidului urmator Se formeaza astfel o catena (lant) continua, lineara (neramificata!), care reprezinta structura primara a ADN Aceasta catena prezinta o parte "constanta", fosfoglucidica (în care gruparea fosfat alterneaza regulat cu deoxiriboza), ce formeaza axul catenei, si o parte "variabila", reprezentata de bazele azotate, care se fixeaza perpendicular si lateral pe "coloana vertebrala" fosfoglucidica (bazele azotate de pe aceeasi catena nu se leaga între ele) (figura 2 4) În catena de ADN pozitia unui nucleotid nu impune cu necesitate în vecinatatea sa prezenta unui anumit alt nucleotid: pozitiile adiacente pot fi ocupate de oricare din cele patru tipuri de nucleotide Deci, nu exista nici o restrictie în dispunerea / succesiunea nucleotidelor în lungul catenei de ADN sau, altfel spus, exista o libertate totala de asezare a nucleotidelor Acest lucru este esential deoarece secventa (ordinea) nucleotidelor în lungul catenei de ADN reprezinta informatia genetica codificata, pe baza careia se stabileste ordinea aminoacizilor în proteine Sensul de "citire" al informatiei genetice este determinat de polaritatea 5' ? 3' a catenei de ADN Ea este data de faptul ca pozitiile 5'-fosfat a primului nucleotid si 3'-hidroxil a ultimului nucleotid al catenei sunt libere, neangajate într-o legatura chimica Orice secventa de nucleotide se "citeste" în directia 5' ? 3' si se scrie cu capatul 5' la stânga, de ex 5'-ATGCCTAGATCA-3' Fiecare catena a ADN este deci o secventa orientata, definita prin înlantuirea nucleotidelor 1 2 STRUCTURA SECUNDARA A ADN În elaborarea modelului structurii ADN-ului, WATSON si CRICK s-au bazat pe studiile difractiei cu raze X a moleculelor de ADN (M Wilkins, R Franklin) precum si pe analizele chimice ale ADN (Chargraaf) Imaginile obtinute prin difractie cu raze X a unor molecule de ADN de origini diferite erau totdeauna asemanatoare, relevând, deci, un "model unic" si sugerând ca moleculele de ADN au o organizare bine definita, ordonata, în care partile componente se repeta ele însele Modelul sugereaza existenta mai multor catene polinucleotidice si o structura helicala ordonata Analizele chimice ale ADN au evidentiat ca suma bazelor purinice (A+G) este însa întotdeauna egala cu suma bazelor pirimidinice (T+C) iar raportul A/T si G/C este unitar, indiferent de specie; în schimb raportul A+T/G+C este diferit de 1 si caracteristic speciei fiecarei specii; la om este 1,7 Prelucrând creator aceste date, Watson si Crick au propus un model al moleculei de ADN alcatuit din doua catene polinucleotidice, legate între ele prin bazele azotate, în mod complementar (figura 2 5 A) si înfasurate plectonemic pentru a forma o dubla spirala elicoidala (o elice dubla) orientata spre dreapta, cu diametrul de 20 Å si pasul elicei de 34 Å (figura 2 5 B) Pornind de la faptul ca raportul A/T = G/C = 1, Watson si Crick considera ca în molecula de ADN se produce o împerechere "preferentiala" a bazelor care unesc cele doua catene; bazele azotate (situate spre interiorul moleculei) se leaga complementar: o baza purinica se uneste cu o baza pirimidinica sau, mai exact A - T si G - C (formând un cuplu sau o pereche de baze, prescurtat pb) Legaturile se realizeaza prin punti de hidrogen, legaturi electrostatice slabe (figura 2 5 A) În felul acesta secventa nucleotidelor unei catene determina cu necesitate secventa nucleotidelor celeilalte catene Deci, cele doua catene ale ADN nu sunt identice, ci complementare si strict codeterminate Cunoasterea secventei nucleotidice a unei catene va permite automat determinarea secventei nucleotidice a celeilalte catene De exemplu: 5'-ATGCCAG-3' 3'-TACGGTC-5' În acest context vom sublinia o idee asupra careia vom reveni: legea complementaritatii bazelor sta la baza mecanismelor prin care se realizeaza functiile genetice ale ADN: transcriptia, replicarea, repararea leziunilor, recombinarea Libertatea totala de asezare a nucleotidelor în lungul catenelor de ADN ( pe verticala) se asociaza cu necesitatea dispozitiei lor complementare (în planul orizontal al moleculei) "Libertatea si necesitatea" dau substratul ereditatii înalta sa diferentiere si capacitate de a stoca, exprima si transmite perfect mesajul pe care îl detine" (Parot, 1985) În molecula simbol a vietii este astfel "înscris" unul din principiile filosofice fundamentale ale existentei omului: libertate si necesitate Legaturile stereochimice / spatiale necesare pentru împerecherea corecta dintre A-T si G-C fac ca orientarea (polaritatea) celor doua catene sa se dirijeze în sensuri opuse, deci, sa fie antiparalele Acest lucru are consecinte importante în "citirea" informatiei în procesul sintezei proteice, precum si în mecanismul replicarii (biosintezei unor noi molecule de ADN) Cele doua catene ale ADN se înfasoara (se împletesc) plectonemic (una în jurul alteia, ca "o frânghie", si amândoua în jurul unui ax central (imaginar) al moleculei, formând o dubla spirala elicoidala coaxiala (o elice dubla), orientata spre dreapta (dextrogir) (figura 2 5 B) Ea poate fi comparata cu o "scara în spirala" în care axele fosfoglucidice formeaza marginile scarii iar perechile de baze, treptele ei Aceasta structura, asociata functiilor majore pe care le îndeplineste ADN, a fost plastic numita "elicea vietii", fiind un veritabil simbol al lumii vii Structura ADN este, în ansamblul ei, perfect regulata, ordonata: diametrul moleculei 2 nm; o tura completa are 3600; pasul elicei 3,4 nm permite dispunerea a 10 perechi de baze (figura 2 5 b) În configuratia ei spatiala, molecula de ADN prezinta doua santuri laterale: unul mai mic si altul mai mare Ele sunt importante în recunoasterea stereochimica si fixarea pe ADN a histonelor (la nivelul santului mici) sau a unor molecule proteice reglatoare (la nivelul santului mare), singurul loc în care bazele sunt accesibile acestor proteine care vor influenta (regla) realizarea functiilor ADN În conditii fiziologice, molecula de ADN are o mare stabilitate metabolica, datorita legaturilor fizico-chimice dintre elementele unei catene precum si dintre cele doua catene 8 Ele sunt strâns legate una de alta si de obicei nu se pot separa Aceasta stabilitate este o conditie obligatorie pe care trebuie sa o îndeplineasca substratul material al ereditatii Totusi, sub actiunea unor enzime cele doua catene ale ADN se pot desface partial, pe segmente limitate, si functioneaza ca "matrita" pentru sinteza unor molecule noi, complementare (ARNm în procesul de transcriptie, sau o alta catena ADN, în cursul replicarii) CASETA 2 1 Denaturarea si hibridizarea ADN În conditii experimentale se poate produce ruperea (desfacerea) legaturilor de hidrogen dintre cele doua catene, prin denaturare termica (încalzire la 63-100°C) sau chimica (tratament cu alcali etc ) (figura 2 6) Acest proces de conversie a ADN de la forma bicatenara la starea monocatenara se numeste denaturare Prin racirea lenta a solutiei, monocatenele de ADN se pot reasocia pe baza complementaritatii si refac structura originala; procesul se numeste renaturare sau hibridare Viteza de reasociere este functie de concentratia ADN si timp (se numeste cot de la concentratie x timp; valoarea cot la care se produce o asociere de 50% se numeste cot 1/2) Prin racire brusca monocatenele ADN ramân separate si pot fi folosite pentru realizarea unor hibrizi moleculari (pe baza complementaritatii dintre catene ) de tip ADN-ADN, fie între doua molecule de ADN de la specii diferite fie între fragmente de ADN obtinute artificial ("sonde", ce corespund unei gene) si regiunea corespunzatoare, complementara din ADN nativ Se pot obtine de asemeni hibrizi între o catena ADN si o molecula de ARN complementara (de tip ARNm) rezultând un heteroduplex Fenomenele de denaturare si hibridare sunt amplu utilizate în biologia moleculara, în tehnicile ADN recombinant, pentru identificarea sau localizarea unor gene si, mai recent, în terapia cu oligonucleotide antisens (în cancere, SIDA) care se fixeza pe secvente de ADN sau pe ARNm si blocheaza expresia genelor 1 3 RELATIILE DINTRE STRUCTURA SI FUNCTIILE ADN Modelul structurii ADN întruneste toate conditiile pe care trebuie sa le îndeplineasca materialul genetic: - sa stocheze o cantitate mare de informatie, într-o forma stabila, dar usor de exprimat; - sa reproduca informatia, deci sa o transmita cu mare fidelitate de la o generatie la alta, eventual sa o "repare" corect, daca se produce o leziune; - sa exprime informatia genetica prin sinteza unor proteine specifice; - sa fie capabil de variatie Aceste proprietati fundamentale si caracteristice ale ADN îi confera calitatea de a fi molecula esentiala a vietii a Informatia genetica ADN detine, prin genele pe care le poseda, informatiile necesare pentru ca celulele sa traiasca, sa se multiplice si sa se diferentieze (capatând anumite specializari) În ansamblul organismului, ADN determina si controleaza embriogeneza, dezvoltarea, cresterea, metabolismul si reproducerea - deci toate procesele majore ale functionarii organismului uman Informatia genetica necesara acestor procese este reprezentata de secventa lineara (succesiunea sau ordinea de înlantuire) nucleotidelor în molecula de ADN; ea determina structura proteinelor care alcatuiesc celulele si tesuturile si participa la functionarea lor complexa Proteinele sunt formate din lanturi de aminoacizi; secventa aminoacizilor în proteina determina proprietatile caracteristice ale fiecarei proteine; aceasta ordine specifica a aminoacizilor este determinata de secventa nuclotidelor în ADN Informatia ereditara este codificata, fiind scrisa într-un limbaj foarte simplu, cu ajutorul unui "alfabet nucleic" ce are numai patru "litere": A, T, G si C (corespunzatoare celor patru tipuri de nucleotide) Folosind aceste elemente de cod se pot scrie "cuvinte" de trei litere, asamblate într-o "fraza" ce alcatuieste o gena La fiecare triplet de nucleotide, numit codon corespunde pe baza codului genetic (vezi capitolul 4), un anumit aminoacid din structura proteinei sau un "semnal" necesar pentru a începe sau termina lectura mesajului (figura 2 7) Gena este unitatea de informatie ereditara; ea este alcatuita dintr-o succesiune specifica de codoni, ce determina ordinea aminoacizilor într-un polipeptid si, prin aceasta, functia lui Modificarea secventei nucleotidelor prin mutatia genei va duce la modificarea unui / unor codon(i) si, de cele mai multe ori, la modificarea structurii si functiei proteinei sintetizate b Expresia informatiei ereditare Expresia informatiei ereditare reprezinta, în esenta, sinteza de proteine Informatia genetica codificata din ADN nu este folosita direct în sinteza proteinelor (figura 1 1 si 2 7) Ea este mai întâi copiata - transcriptie - într-o molecula de ARNm, folosind acelasi cod si mecanismul complementaritatii Urmeaza apoi translatia sau decodificarea informatiei genetice din ARNm într-o secventa specifica de aminoacizi a proteinei, pe baza corespondentei dintre fiecare codon si un anumit aminoacid Copierea informatiei în ARNm se face numai de pe una din catenele ADN, catena 3'?5', numita catena copiata sau matrita9 Ea este totdeauna aceeasi pentru o anumita gena dar la gene diferite poate fi una sau alta din catenele ADN Catena ADN complementara catenei transcrise este similara cu ARNm ca secventa (exceptând înlocuirea timinei cu uracilul) si directie (5' ? 3') si se numeste catena de referinta ("sens") Dupa desfacerea enzimatica, temporara, a legaturilor de hidrogen dintre cele doua catene ale ADN, copierea se face în directia 3' ? 5', sintetizându-se o molecula complementara si antiparalela (5' ? 3') de ARNm; ea va avea aceeasi secventa si orientare ca si catena de referinta De aceea, notarea si descrierea unei gene se fac, conventional, referindu-se la catena 5' ? 3' de referintaa ADN Mult timp s-a considerat ca transferul de informatie se face într-o singura directie: ADN?ARNm?Proteina Aceasta "dogma fundamentala a geneticii" a fost reevaluata prin identificarea "transcriptiei inverse", de la ARNm ? ADN Prin acest mecanism retrovirusurile, care au ca material genetic ARN, se pot încorpora în genomul celulei-gazda, confectionându-si o copie complementara de "tip ADN" Fenomenul este larg folosit astazi si în "ingineria genetica" (vezi capitolul 3 C 3) pentru obtinerea unor molecule de ADN complementar fata de ARNm extras din celule; în fond acest ADNc reprezinta gena (mai exact partea codanta) pe baza careia se va sintetiza ARNm si apoi proteina corespunzatoare c Replicarea si repararea ADN O proprietate esentiala a ADN este capacitatea de a servi ca model (matrita) pentru autoreplicarea sa si sinteza unor noi molecule, identice informational între ele si cu molecula initiala Pentru aceasta, cele doua catene ale ADN se desfac si fiecare serveste ca matrita pentru aranjarea secventiala si complementara a deoxiribonucleotidelor Prin polimerizare lor se formeaza o catena "noua" care reface împreuna cu catena "veche" o molecula de ADN (vezi figura 1 1) Replicarea semiconservativa a ADN este cheia ereditatii: un organism parental transmite prin gameti o replica a ADN-ului sau primei celule a descendentilor Astfel, prin replicare, informatia ereditara se perpetueaza în mod stabil în cursul generatiilor Uneori în cursul replicarii se pot produce erori, prin împerecheri "nelegitime" (gresite) ale nucleotidelor (de tipul C-C, A-G sau A-C) Ele ar putea produce o modificare a informatiei genetice daca nu ar interveni un mecanism enzimatic de "reparare"; pe baza catenei matrita, aceasta corijeaza erorile de replicare (vezi capitolul 5 A 1) 2 POLIMORFISMUL STRUCTURAL SI FLEXIBILITATEA MOLECULEI DE ADN Forma clasica a structurii ADN, descrisa de Watson si Crick, corespunde conformatiei de tip B, care se realizeaza frecvent "in vivo" (în conditii de umiditate crescuta si concentratie ionica joasa) S-au descris însa si alte conformatii sau isoforme: A si C, mai frecvente, D si E, mai rare Ele au acelasi plan general de structura: elice dubla orientata spre dreapta dar se deosebesc de tipul B printr-o serie de particularitati fizice (înclinarea bazelor fata de ax, modificarea pasului elicei si numarul de baze per tura elice): forma A este mai scurta si mai groasa, iar celelalte mai lungi si mai subtiri În organism, în anumite regiuni ale moleculei de ADN (cu o anumita secventa nucleotidica) se produc frecvent modificari (tranzitii) conformationale A ? B ?C Aceste modificari permit recunoasterea segmentelor respective de catre anumite molecule exogene, care regleaza expresia genelor În 1979, Rich si Dickerson descopera un tip particular de ADN-Z sau ADN-senestra El are o molecula dublu elicala, orientata spre stânga, care îsi pierde simetria caracteristica formei B, deoarece axul fosfo-glucidic ia o forma neregulata în zig-zag, producând deformarea si alungirea moleculei de ADN (figura 2 8) Conformatia ADN-Z este o conformatie normala, exista "in vivo" si apare, în anumite conditii fizico-chimice, în regiunile bogate în perechi de baze G-C, prin tranzitia / conversia formei B (sub actiunea unei topoisomeraze, prin rotarea bazelor cu 180? ); tranzitia B ? Z este reversibila ADN-Z intervine foarte probabil în inactivarea unor gene si, deci, în controlul expresiei informatiei genetice Conversia locala B ? Z (mai ales în situsurile de reglare a transcriptiei) poate fi realizata prin fixarea mai intensa a histonelor sau a altor molecule ce produc represia genelor sau prin metilarea citozinei din situsurile GC Astfel, un "viraj la stânga" la începutul unei gene determina stoparea activitatii ei Tranzitia B ? Z ar determina însa si evidentierea unor situsuri din ADN în care se fixeaza mai facil agenti mutageni sau cancerigeni Pentru aceasta pledeaza faptul ca mutatiile apar mai frecvent la nivelul secventelor G-C care iau conformatia Z În finalul acestei prezentari este important de subliniat faptul ca tranzitia ADN B?Z ca si modificarile conformationale A ? B ? C care apar în anumite regiuni ale ADN (cu o secventa speciala a nucleotidelor), demonstreaza elocvent faptul ca molecula de ADN nu are o structura fixa, rigida, încremenita În functie de conditiile de mediu, moleculele ADN sînt flexibile, într-o permanenta stare dinamica, deformându-se neîncetat; pe drept cuvânt se poate spune ca molecula de ADN (simbolul vietii) "pulseaza sau respira" C STRUCTURA GENOMULUI UMAN Termenul de genom a fost creat (Winkler, 1920) pentru a denumi setul haploid de cromosomi din gametii eucariotelor Ulterior el a fost folosit pentru a desemna ansamblul genelor unui organism dar descoperirea ADN necodant, diferitelor clase de ADN repetitiv si altor elemente de "anatomie", au dus la semnificatia actuala a genomului, conceput ca ansamblul complex al secventelor de ADN a unui individ sau specii Cunostintele despre genomul uman au fost dependente în timp de metodele folosite Descoperirea tehnologiei ADN recombinant a marcat începutul unei perioade revolutionare pentru biologie în general si medicina în special În 1980 a aparut ideea Proiectului Genom Uman, care treptat a început sa prinda contur, devenind în 1990 un important proiect international destinat sa stabileasca harta fizica si genetica a genomului uman si, în final, sa determine întreaga secventa a ADN uman dar si altor organisme (veyi capitolul 3 D 4) Coordonarea cercetarilor a fost realizata de Human Genome Organization (HUGO), care dupa descoperirea hartii genetice a omului (1995) a propus descifrarea întregii secvente a genomului uman Proiectul demareaza însa abia în 1999 si doi ani mai tîrziu, la 15 februarie 2001, International Human Genome Sequencing Consortium (IHGSC) precum si compania privata Celera Genomics au publicat prima schita (ciorna) a secventei genomului uman, ce acopera 96% din partea eucromatica (activa) a genomului uman; heterocromatina este greu de clonat datorita structurii sale repetitive si se considera ca nu are sau are doar câteva gene Desi mai sunt multe de facut pâna la finalizarea completa (în 2003) a proiectului (stabilirea unei secvente continue, unice, pentru cei 24 de cromosomi umani si a pozitiei precise a tuturor genelor) iar unele detalii se vor schimba, exista multe puncte clare De aceea, în prezentarea organizarii genomului uman, vom tine cont în special de aceste elemente certe 1 DATE GENERALE Cantitatea totala de ADN din celulele umane diploide a fost apreciata la 7 picograme sau 3,5 picograme per genom haploid, ceea ce corespunde teoretic la circa 3,3 miliarde de perechi de baze (pb) Marimea genomului haploid este constanta la fiecare specie si se mai numeste valoare C; ea prezinta evident variatii în cursul ciclului celular: 2C la sfârsitul diviziunii si faza G1, 4C dupa replicarea ADN în faza S si în G2 Marimea totala estimata a genomului uman, apreciata de IHGSC în 2001, este de 3,2 Gb (gigabaze = miliarde de baze); din acestea 2,95 Gb reprezinta eucromatina, segmentul "functional" al genomului, iar restul heterocromatina inactiva Surprinzator este ca secventele codante reprezinta mai putin de 5% din genom (numai 1,1% -1,4% sunt secvente ce codifica proteine) iar numarul prognozat de gene este cuprins între 30 000 si 35 000, jumatate fata de estimarile anterioare (din acestea numai 26 000 au fost identificate, desi la multe înca nu se cunoaste cu precizie rolul, efectul lor) Deci genele, ce contin ADN "codant", sunt pur si simplu niste "insule" într-un "ocean" de ADN necodant; acesta dispozitie este nu numai surprinzatoare (prin logica "economiei" sau "rentabilitatii") dar si misterioasa Cert este ca genomul nu poate fi considerat o succesiune de gene pe cromosomi ci o structura cu arhitectura complexa în care genele (fragmentate) sunt dispersate pe cromosomi si separate prin largi regiuni intergenice, necodante Acest ADN necodant (numit uneori si "egoist", deoarece nu participa la formarea de proteine) nu este probabil în totalitate "inutil": evidentierea unor secvente perfect organizate, din care unele sunt chiar transcrise, sugereaza ca cel putin o parte din acest ADN ar putea juca un rol, pentru moment necunoscut Genomul uman este alcatuit dintr-un genom nuclear complex, ce contine marea majoritate a ADN-ului celular (3,2 Gb) si un genom mitocondrial simplu si mic (16,6 Kb) 2 GENOMUL NUCLEAR 2 1 FRAGMENTAREA GENOMULUI UMAN Nucleul celulelor umane contine peste 99 % din ADN celular Aceasta cantitate enorma de ADN este fragmentata în 24 de tipuri distincte de molecule lineare de ADN care, prin asociere cu proteine histonice si nehistonice, formeaza cromosomii: 22 de tipuri distincte de autosomi si doi cromosomi sexuali, X si Y Marimea lor variaza de la 244 Mb pentru cromosomul 1 la 44 Mb pentru cromosomul 21 iar structura lor este neuniforma, prin compozitie nucleotodica si densitate de gene, producând un model caracteristic de benzi, colorate si necolorate, pentru fiecare cromosom 2 2 HETEROGENITATEA SECVENTELOR NUCLEOTIDICE A ADN In genomul uman exista mai multe "clase" de ADN, diferite prin repetitia secventelor nucleotidice: ADN nerepetitiv, ADN moderat repetitiv si ADN înalt repetitiv a ADN nerepetitiv ADN nerepetitiv (60%) este alcatuit din secvente unice per genom sau în numar foarte mic de exemplare (formând familii multigenice); se gaseste mai frecvent în regiunile cromosomice active transcriptional, mai putin condensate, cunoscute sub numele de eucromatina Doar o mica parte (2%) din ADN nerepetitiv alcatuieste regiunile codante ale genelor ce codifica proteine (exonii) Ele sunt transcrise de ARN polimeraza II si, de aceea, se numesc "gene de clasa II" Restul ADN-ului nerepetitiv este necodant si are functii înca necunoscute; se gaseste în interiorul genei (introni) si în regiunile ce separa genele b ADN moderat repetitiv ADN moderat repetitiv (30 %) este alcatuit din secvente scurte, de 300-1000 pb (rar mai mari), repetate de zeci si sute de mii de ori si dispersate în genom; majoritatea secventelor moderat repetitive sunt transcrise în ARN si formeaza frecvent "familii" de secvente înrudite, unele cu functie cunoscuta (codante pentru ARNr si ARNt), altele cu functie necunoscuta (secventele SINEs sau LINEs) * Genele ribosomale, pentru ARNr10, sunt transcrise de ARN polimeraza I (si numite "gene de clasa I") Ele se gasesc în unitati repetate în tandem ce formeaza 150-200 copii, localizate pe bratele scurte ale cromosomilor acrocentrici, în regiunile "organizatorilor nucleolari", care formeaza nucleolii în nucleul interfazic; exceptie fac genele pentru ARNr 5S situate pe cromosomul 1q42, aproape de telomer * Genele pentru ARNt (si alte molecule mici de ARN), transcrise de ARN polimareza III ("gene de clasa III") sunt organizate în grupe de gene repetate în tandem si localizate în diferiti cromosomi (mai ales 1 si 6) * Secventele SINEs ("short interspersed repeated sequences") sunt secvente scurte de 100-400 p b , existente în circa 500 000 de copii (3-5% din genom), dispersate în cromosomi;ele sunt reprezentate în special de familia Alu11 Functia lor nu este cunoscuta; s-a presupus ca ar avea un rol în initierea replicarii în diferite puncte ale ADN Secventele Alu pot actiona ca elemente transpozabile * Secventele LINEs ("long interspersed repeated sequences") au lungimea de 6-7 kb, se afla în circa 100 000 copii, dispersate în genom; se cunosc familia L1 (sau Kpn 1) si The 1 Ca si secventele Alu par sa multiplice prin retrotranspozitie Secventele LINEs au foarte probabil rol în împerecherea corecta a cromosomilor omologi în meioza, conditie esentiala pentru schimbul egal de segmente cromosomice Se considera ca prin împerechere incorecta între secvente identice dar din pozitii si uneori cromosomi diferiti se pot produce (prin CO inegal) recombinari aberante care genereaza mutatii si deci boli genetice c ADN înalt repetitiv ADN înalt repetitiv (10 % din genom) este alcatuit din secvente foarte scurte (2-200 p b ), repetate în tandem (????), de milioane de ori; ele nu sunt transcrise Unele secvente de ADN înalt repetitiv, numite si ADN satelit (?, ?, 1, 2, 3) alcatuiesc blocuri mari de heterocromatina constitutiva în anumite regiuni cromosomice: centromer, telomere, constrictii secundare, benzile G, etc; ele au evident un rol structural12 Alte secvente foarte scurte (14-65 p b ) si repetate în tandem sunt dispersate în toti cromosomii (exceptie X si Y), ocupând anumite situsuri precise; aceste secvente formeaza minisatelitii hipervariabili (sau VNTR de la "variable number of tandem repeats") Mai exista secvente de 1-13 p b , formate de regula din repetitia unui dinucleotid (în special AC Si AT), cu o structura foarte polimorfa si cu o distributie uniforma în genom; ele se numesc microsateliti (STR sau VNDR) Minisatelitii sunt alcatuiti dintr-o regiune centrala, cu o secventa identica (ce poate fi pusa în evidenta cu o sonda specifica) si regiuni periferice variabila Ei sunt niste veritabili markeri genetici individuali: numarul de repetitii al secventei unui minisatelit variaza de la o persoana la alta Numarul mare de minisateliti si de variante pentru fiecare din ei fac ca probabilitatea întâlnirii a doi indivizi identici (dar neînruditi) cu acelasi profil sa fie mai mica de 10-20 Minisatelitii reprezinta "amprenta genetica" a fiecarui individ (figura 2 11) folosita astazi în: medicina legala, cartografierea genomului uman, diagnosticul molecular al bolilor genetice, analiza cromosomica Mai recent, IHGSC (2001) stabileste ca secventele repetitive alcatuiesc mai mult de 55% din schita genomului uman si le împarte în cinci clase: (1) repetitii dispersate, produse de transposoni; (2) copii inactive a genelor sau pseudogene; (3) repetitii de secvente simple (SSRs); (4) duplicatii segmentare a unor blocuri de 10-300kb; (5) blocuri repetate în tandem, localizate la centromer, telomere, brate scurte cromosomi acrocentrici * Cele mai multe secvente repetitive (circa 45%) sunt derivate prin transpozitie La mamifere si om, elementele transposabile sunt de patru feluri: LINEs, SINEs, retrotransposoni LTR (elemente asemanatoare retrovirusurilor) si transposoni ADN "fosili" (asemanatori cu Tn bacterieni) Primele trei categorii transpozeaza prin intermediul unei copii de ARN, care sub actiunea unei transcriptaze inverese va forma o copie de tip ADN ce se va introduce într-un alt loc din ADN * Repetitiile de secvente simple (SSRs, de la Simple Sequence Repets) sunt reprezentate în special de microsatelit, repetitii scurte (n=1-13 pb) si minisateliti, repetitii mai lungi (n=14-500 pb) SSRs sunt produse foarte probabil prin devieri frecvente de împerechere (slippage=alunecare, patinare) în cursul replicarii ADN Formeaza circa 3% din genom, cele mai frecvente fiind repetitiile dinucleotidice (0 5%) în special AC si AT; se gasesc câte una la fiecare 2kb * caracteristica remarcabila a genomului uman este duplicatia segmentala a unor portiuni/blocuri (1-200kb, majoritatea >10kb) din secventa genomica în una sau mai multe locatii, pe acelasi cromosom (duplicatii intracromosomice13, mai ales pericentromerice) sau pe cromosomi diferiti (duplicatii intercromosomice14) Ele alcatuiesc circa 5% din genomul uman Interesant este faptul ca multe duplicatii s-au produs foarte recent în evolutia spre om, lipsind la specii apropiate Secventele repetitive au fost considerate "deseuri" neinteresante Si totusi ele s-au dovedit a fi markeri paleontologici valorosi pentru a întelege evolutia populatiilor umane, selectia si mutatiile Au permis întelegerea structurii si dinamicii cromosomilor Mai mult, ca agenti activi, repetitiile au remodelat genomul uman, producând rearanjamente care au modificat genele existente (producând mutatii) sau au creat gene noi Daca mentionam, în final, si valoarea lor ca instrumente de testare / diagnostic în genetica medicala15 atunci cu siguranta nu le vom considera "un gunoi" si va trebui sa le acordam atentia necesara 2 3 ADN GENIC Genomul nuclear este alcatuit din: ADN genic (25 %) si ADN extragenic (75 %) (Figura 2 9) ADN genic contine secventele codante si necodante din structura genelor active, fragmentelor de gena sau genelor inactive (pseudogene) Gena este unitatea de informatie genetica sau ce codifica un produs primar specific (proteine sau ARN necodant) Structura genelor este foarte complexa (vezi capitolul 3) dar toate genele prezinta o regiune centrala, transcrisa, flancata de doua regiuni laterale, netranscrise, cu rol reglator Regiunea centrala ("cadru de lectura" sau ORF de la "open reading frame") este fragmentata în secvente codante (exoni) separate de secvente necodante, intercalare (introni) ADN genic se împarte deci în ADN codant (10 %) (reprezentat de exonii celor circa 35 000 de gene ce codifica proteine sau alte molecule de ARN) si ADN necodant (90%) alcatuit din introni, gene sau fragmente de gene nefunctionale (pseudogene) Genele sau cel putin regiunile lor codante alcatuiesc numai o mica fractiune din genomul uman (mai putin de 5 %) dar ele reprezinta functia biologica majora a genomului si scopul final al proiectului Identificarea lor este însa o sarcina dificila mai ales datorita dimensiunilor mici ale exonilor Genele genomului nuclear se pot împarti în doua categorii: gene ce codifica proteine si gene ce codifica diferite clase de ARN necodant Gene ce codifica proteine reprezinta circa 1,5 % din genom Studiile IHGSC au aratat ca: exista o variatie considerabila în marimea genelor (în special pe seama intronilor) precum si în distributia lor: regiunile bogate în GC (din benzile G negative) au o mare densitate genica iar genele sunt mai compacte comparativ cu regiunile bogate în AT (benzile G pozitive), mai sarace în gene; densitatea genelor este mai mare în regiunile subtelomerice iar unii cromosomi (de ex , 19 si 22) sunt mai bogati în gene decât altii (de ex , 4 si 18) Un element remarcabil este faptul ca aproximativ 35% din genele umane sufera matisare alternativa, generând, prin selectia exonilor, mai multi produsi diferiti structurali si functionali (deci cele circa 35000 de gene produc aproape un numar triplu de proteine) Un procent din genele umane exprimate sunt membri ai unor familii de gene care prezinta o mare similitudine a secventei, structurii si functiei lor (vezi capitolul 3) Genele pentru ARN necodant (ncARNs) sunt împartite (dupa IHGSC, 2001) în mai multe clase majore: (1) gene pentru ARN de transfer (tARN); (2) gene pentru ARN ribosomal (rARN); (3) gene pentru ARN nucleolar mic (snoARN) necesar procesarii rARN; (4) gene pentru ARN nuclear mic (snARN) ce intervin în procesarea intronilor Mai exista si alte tipuri: ARN telomeraza, Xist transcript etc 2 4 ADN EXTRAGENIC ADN extragenic (75%) este alcatuit din secvente inactive transcriptional, unice sau repetitive Secventele repetitive au fost clasificate (Strachan si Read, 1999) în doua categorii: - ADN repetat în tandem si grupat în "blocuri" cu difertite localizari cromsomice; aceasta categorie de ADN înalt repetitiv se numeste generic ADN satelit si se subîmparte în patru clase: megastelit, satelit, minisatelit si microsatelit; - ADN repetat si dispersat în numeroase situsuri în spatiul dintre gene; este reprezentat de scventele SINEs si LINEs 3 GENOMUL MITOCONDRIAL Genomul mitocondrial este definit printr-un singur tip de ADN circular, bicatenar (figura 2 10), format din 16 569 pb Secventa sa nucleotidica a fost complet descifrata (Anderso et al, 1981) si se caracterizeaza printr-o mare densitate de secvente codante Cele doua catene ale ADN mitocondrial au o compozitie bazica diferita: o catena "grea" (H) este mai bogata în guanina iar cealalta catena "usoara" (L) în citozina Într-o mica regiune, bucla D, ADN este alcatuit din trei catene, prin sinteza unei piese scurte aditionale la catena H, cunoscuta ca ADN 7S Fiecare celula umana contine câteva mii de copii ale ADN mitocondrial (ADNmt) si de aceea cantitatea lui totala, raportata la ADN unei celule somatice, poate reprezenta pâna la 0 5% În cursul diviziunilor celulare mitotice, moleculele de ADN mitocondrial ale celulei initiale segrega la întâmplare în celulele fiice Trebuie subliniat ca genomul mitocondrial al zigotului provine exclusiv de la ovul, deci de la mama, fapt ce determina un tip particular de transmitere maternala a genelor mitocondriale: de la mama la toti copiii sai Genomul mitocondrial mai prezinta cîteva elemente particulare, diferite de genomul nuclear: NU este asociat cu proteine histonice sau nehistonice si nu contine ADN repetitiv (tabelul 2 1) Genomul mitocondrial este extrem de compact: circa 93% din ADN esre format din secvente codante (absente doar în bucla D), ce formeaza 37 de gene (28 pe catena H si 9 pe catena L): 13 gene codifica polipeptide (constituienti ai sistemului de fosforilare oxidativa), 22 gene codifica ARNt si 2 gene ARNr (figura 2 13) Restul proteinelor mitocondriale sunt codificate de gene nucleare, sintetizate în citoplasma si importate în mitocondrii Genele mitocondriale sunt aproape totdeauna contigue iar unele chiar suprapuse; ele nu contin introni Transcriptia începe în promotorii (PH si PL) aflati în bucla D, este continua (deci multigenica) si se desfasoara în directii diferite pe cele doua catene, generând un transcript multigenic mare (ce va fi ulterior sectionat în mai multe molecule de ARN) Codul genetic mitocondrial difera putin de cel nuclear El are patru codoni stop (nonsens) din care doi sunt codoni sens în ADN nuclear; codonul stop UGA din ADN nuclear este codon sens în ADN mitocondrial Replicarea este unidirectionala si începe în puncte diferite de origine (O) p entru cele doua catene16 Diferentele dintre structura si functia lor sunt prezentate sintetic în tabelul 2 1 Tabelul 2 1 Diferentele dintre genomurile umane nuclear si mitocondrial (modificat dupa Strachan si Read, 1999) Caracteristici Genom nuclear Genom mitocondrial Marime 3200 Mb 16,6 Kb Numar de molecule de ADN diferite 23 (la celulele XX) sau 24 (la celulele XY) O molecula circulara de ADN Numar total de molecule de ADN per celula 23 în celulele haploide si 46 în celulele diploide Câteva mii de Asocierea cu proteine Mai multe clase de histone si proteine nehistonice Neasociat cu proteine Procentul de ADN codant ? 5 % ? 97 % Numar de gene ? 35 000 gene 37 Densitatea genelor Mica (? 1 la 40 kb) Mare (? 1 la 0 45 Kb) Introni Prezenti în cele mai multe gene Absenti ADN repetitiv 30 - 40 % Foarte putin Transcriptie Deobicei individuala Transcriptie continua a genelor multiple Repararea leziunilor ADN Mecanisme multiple, eficienta Unele mecasnisme de reparare absente; mutatiile se acumuleaza rapid Recombinare Cel putin una pentru fiecare pereche de cromosomi meiotici Absenta Ereditate Mendeliana pentru genele de pe autosomi si cromosomul X; paternala pentru secventele de pe Y Exclusiv materna ADN mitocondrial poate suferi mutatii17 producând o serie de boli degenerative (vezi capitolul 8), care sunt transmise într-un mod specific, de la mama la toti descendentii; barbatii bolnavi nu transmit boala Atunci cînd se produce o mutatie în ADN mitocondrial rezulta în mitocondrie un amestec de molecule mutante si normale, numit heteroplasmie Cînd o celula se divide ADN mitocondrial mutant va fi împartit la întâmplare între celulele fiice si astfel, în timp, procentajul de ADN mit mutant între diferite linii celulare si tesuturi va fi diferit, fenomen numit segregare replicativa Studiul familiilor în care exista heteroplasmie cu ADN mitocondrial mutant, releva ca procentajul ADNmt mutant creste si productia de energie scade treptat, pâna sub un prag minimum necesar functionarii normale a tesutului, moment în care manifestarile clinice devin evidente De aceea bolile mitocondriale au un debut tardiv si o evolutie progresiva S-a demonstrat ca ADN mitocondrial poate suferi mutatii somatice, în celulele corpului dupa nastere, care se acumuleaza rapida datorita absentei unor mecanisme de reparare Astfel, aceste mutatii somatice au probabil un rol important atât în debutul si progresia bolilor mitocondriale, a unor boli degenerative precum si în procesul de senescenta 4 SCHITA SECVENTEI GENOMULUI UMAN La 15 februarie 2001 a fost publicata "Schita genomului uman" Acest lucru a fost realizat concomitent de International Human Genome Sequencing Consortium (un proiect public început în 1990, ce implica 20 de laboratoare si sute de cercetatori din întreaga lume) si de Celera Genomics, o companie privata Ambele schite prezinta secventa a circa 96% din regiunile eucromatice ale cromosomilor umani Marimea totala estimata a genomului uman este de 3,2 Gb (gigabase), din care 2,95Gb reprezinta eucromatina Secventele codante curpind mai putin de 5% din genom iar numarul prognozat de gene este cuprins între 30 000 si 35 000 Acest numar este relativ mic daca îl comparam cu 6 000 la o celula de drojdie, 13 000 la drosofila, 18 000 la un vierme si 26 000 pentru o planta Se pune firesc întrebarea: cine face diferenta dintre om si mamiferele superioare (de ex Cimpanzeul), ca sa nu vorbim de celelalte organisme multicelulare Este posibil un raspuns daca comparam proteinele Se estimeaza ca genomul uman codifica 1 278 de familii de proteine dar numai 89 sunt specifice vertebratelor! (realizând complexitatea neuronala, coagularea sângelui, imunitatea, semnalizarea intra- si intercelulara, dezvoltarea, apoptoza etc) Cele mai multe dintre functiile celulare - metabolismul bazal, transcriptia si translatia, replicarea, diviziunea - se realizeaza la fel ca la bacterii sau organismele unicelulare Diferenta majora între om si nevertebrate o reprezinta complexitatea proteinelor, structura lor modulara (pe domenii si motive), care permite combinatii noi "Istoria omului este de fapt o arhitectura noua realizata cu piese vechi" (Baltimore D , 2001) La aceasta se adauga interactiunile complexe dintre proteine, mecanismele subtile de reglare a sintezei lor si nu în cele din urma posibilitatile de a produce proteine diferite pe baza informatiei dintr-o singura gena (matisare alternativa) Cert este ca a întelege cine determina enorma complexitate a fiintelor umane ramâne o enigma de rezolvat în viitor Ar mai fi o întrebare la fel de tulburatoare: ce deosebeste un organism uman de altul, evident la nivelul genomului, facându-ne pe fiecare unici? Analiza schitei genomului uman arata ca oamenii difera între ei prin circa o pereche de baze la fiecare mie de pb Acest polimorfism al unui singur nucleotid (SNPs de la single nucleotid polymorphisms) reprezinta markerii nostri de individualitate cei mai valorosi, care determina probabil (dar nu stim cum) si raspunsul la agresiuni (boala) si efectele medicamentelor iar la scara mai mare abilitatea, memoria, coordonarea fizica, creativitatea etc Cunoasterea aprofundata a genomului uman ne va permite sa invatam multe din aceasta carte a vietii Din multitudinea datelor ce însotesc "Schita secventei genomului uman" vom sublinia câteva idei mai importante * Peisajul genomic prezinta o mare variabilitate în distributia unor caractere: gene, elemente transpozabile, continut de GC, distributia insulelor CpG, rata recombinarilor în meioza; * Cele circa 35 000 de gene18 au o structura mai complexa ca la alte vertebrate si au posibilitati de a genera (prin matisare alternativa) un numar mare de proteine; * Întregul set de proteine (proteom) codificat de genomul uman este mai complex decât la nevertebrate; ele au domenii si motive care pot fi aranjate în diferite structuri; * Exista regiuni bogate si sarace în GC, care se coreleaza pozitiv cu densitatea genelor, benzile cromosomice, compozitia secventelor repetitive, rata recombinarilor * Genele sunt distribuite inegal în genom Unii cromosomi (de ex , 17, 19, 22) au o densitate mare de gene comparativ cu altii (de ex , 4, 8, 13, 18 si Y) * Insulele CpG (în care nu se produce metilarea) se afla frecvent la capatul 5' al genelor; * Rata de recombinare meiotica între cromosomii omologi este mai mare pe bretele scurte, mare la capatul cromosomilor si absenta la centromer; * Rata mutatiilor este de doua ori mai mare în meioza masculina decît la femeie, deci cele mai multe mutatii se produc la barbat; * Au fost identificate mai mult de 1,4 milioane de SNPs ce prezinta un polimorfism foarte mare între indivizii unei populatii (rata de heterozigozitate este de 1 la 1300 pb); * Mai mult de jumatate din ADN reprezinta secvente repetitive de diferite tipuri Este totusi putin probabil ca tot acest "junk ADN" (deseu/gunoi) reprezinta elemente "egoiste" ce paraziteaza genomul uman (el aproape lipseste la vertebratele inferioare) Cu siguranta el a avut si mai are efecte negative dar si pozitive Foarte probabil însa aproape toate aceste repetitii parazitice de ADN par vechi si epuizate deoarece exista putine probe ca ele îsi continua reinsertia în prezent Rezultatele publicate de Consortiul International vizeaza si alte domenii: analiza proteomului, istoria si evolutia genomului uman, aplicatiile în medicina si biologie Ne vom referi succint la ultimul aspect O aplicatie esentiala a cercetarii genomului uman o reprezinta abilitatea de a gasi gene cu functii biochimice necunoscute Deasemeni, analiza secventei genomului uman a permis identificarea mecanismelor ce duc la sindroamele cu microdeletii cromosomice (de ex sdr Velo-Cardio-Facial sau sdr Williams-Beuren) precum si la identificarea rapida a genelor paraloge de boala, adica a unor gene înrudite care produc boli asemanatoare (de ex genele pentru presenilina-1 si presenilina-2 în care mutatiile produc o forma de boala Alzheimer cu debut precoce Aceasta va genera noi optiuni terapeutice În concluzie, publicarea primei schite a secventei genomului uman (februarie 2001) reprezinta un progres considerabil dar mai sunt înca multe de facut pâna la finalizarea proiectului si extragerea tuturor informatiilor din cunoasterea acestei secvente pentru a întelege cum functioneaza genomul uman Vom mentiona în încheiere ca se cunoaste secventacompleta a ADN din cromosomii 20, 21 si 22 D ORGANIZAREA ADN ÎN CELULA 1 APARATUL GENETIC Structurile celulare care contin ADN (nucleul si mitocondriile), precum si cele care intervin în realizarea functiilor sale (ribosomii si centriolii) alcatuiesc aparatul genetic Nucleul este elementul principal al aparatului genetic, centrul de comanda si control al tuturor activitatilor celulare El contine circa 99 5 % din toata cantitatea de ADN a celulei Structura nucleului difera în interfaza si diviziune, cele doua etape importante ale ciclului de viata al celulei Fara a intra acum în detalii (vezi capitolul 5 B 1) vom preciza ca interfaza este alcatuita (figura 2 11) din: faza G1 - presintetica, în care cromosomii despiralizati sunt monocromatidieni si au au o singura molecula de ADN iar continutul total al ADN este 2C; faza S - în care se produce sinteza ADN, prin replicare semiconservativa, si cantitatea de ADN a celulei se dubleaza la 4C; faza G2 - postsintetica, în care cromosomii sunt bicromatidieni, fiecare cromatida fiind alcatuita dintr-o singura molecula de ADN Prin diviziunea (mitoza) se produce, prin disjunctie (separare) cromatidiana, distributia (segregarea) egala si totala a materialului genetic dublat în faza S Nucleul interfazic este delimitat la exterior de o membrana dubla, cu pori (prin care se realizeaza schimburile nucleo-citoplasmatice); în interiorul nucleului se afla: un nucleoschelet sau matrice nucleara (formata din ARN si proteine, în special actina), cromatina, nucleoplasma si nucleol(i) (cu rol esential în formarea ribosomilor) În nucleu, fiecare molecula de ADN se asociaza cu pro teine histonice, nehistonice si mici cantitati de ARN, formând un complex nucleo-proteic numit cromatina Interactiunile dintre ADN si proteine au un rol structural fundamental în organizarea supramoleculara a ADN, precum si un rol functional în mecanismele complexe care regleaza expresia si replicarea genelor Relatiile complexe dintre ADN si proteine nu sunt înca complet elucidate CASETA 2 2 Proteinele histonice si nehistonice Histonele sunt proteine bazice prezente la toate eucariotele, cu mare afinitate pentru ADN, fixându-se pe mica incizura si neutralizând sarcinile acide Raportul ADN - histone este egal cu 1 Genele care codifica histone au o structura particulara (fara introni), se afla în mai multe exemplare (peste 20), localizate pe cromosomii 1, 6, 12 Se exprima în faza S a ciclului celular, sincron cu replicarea ADN Dupa numarul si tipul de aminoacizi se deosebesc cinci tipuri de histone prezente la toate eucariotele: H1, H2A, H2B, H3 si H4 Cu exceptia histonei H1, celelalte tipuri (si mai ales H3 si H4) au o structura stabila, bine conservata în evolutie Acest lucru releva rolul structural important pe care îl au aceste proteine în organizarea supramoleculara a ADN si compactarea lui în nucleu Ele intra în alcatuirea nucleosomilor, particule fundamentale din structura fibrelor de cromatina Histonele au însa si roluri functionale, fiind implicate în reglarea expresiei genelor (transcriptie): acetilarea histonelor determina activarea unor gene, iar metilarea lor produce represia genica Fosforilarea histonei H1 provoaca condensarea fibrelor de cromatina interfazica în cromosomi si declanseaza mitoza O dovada recenta a rolului functional al histonelor este descoperirea histonei H10 (numita si H5) care lipseste în celulele care se divid si apare în celulele diferentiate sau celule în faza G0 Au fost identificate si alte variante functionale Astfel histona H2AZ, cu rol important în reglarea transcriptiei, este o varianta larg raspândita la nivelul cromosomilor, dar neumiform CENP-A este o proteina înrudita cu H3 care are rol major în activitate centromerilor Proteinele nehistonice sunt proteine acide si neutre, numeroase, heterogene si putin abundente; o exceptie face grupul proteinelor HMG ("high mobility group") Unele proteine nehistonice au un rol structural formând "matricea" cromosomilor dar majoritatea au roluri functionale, intervenind specific în reglarea sau modularea activitatii genelor Ele se fixeaza la ADN în marea incizura laterala Proteinele HMG participa probabil la reglarea replicarii ADN Moleculele de ADN si histone sufera spiralizari succesive, alcatuind un sistem ierarhizat de fibre de cromatina, de dimensiuni diferite Ele realizeaza "compactarea" moleculelor lungi de ADN în spatiul nuclear, care nu depaseste câtiva microni în diametru La începutul diviziunii, membrana nucleara si nucleolii dispar, iar fibrele de cromatina se spiralizeaza, se condenseaza si formeaza cromosomii; la sfârsitul diviziunii acestia se despiralizeaza si persista în interfaza sub forma filamentelor de cromatina Cromatina si cromosomii sunt doua modalitati diferite de organizare morfofunctionala a materialului genetic, în interfaza si diviziune O dovada eleganta a acestei afirmatii o reprezinta "fenomenul de condensare prematura a cromosomilor" El se realizeaza prin fuzionarea experimentala a unei celule în diviziune (metafaza) cu o celula interfazica (în faza G1, S sau G2) Se produce o "sincronizare" a celulei interfazice si o condensare precoce a filamentelor fine de cromatina, care vor prezenta toate detaliile morfologiei cromosomilor, fiind monocromatidieni, daca celula se afla în G1 sau bicromatidieni daca inducerea condensarii s-a facut în faza G2 (pentru celulele în faza S condensarea precoce determina un aspect "pulverizat" al cromatinei) De mentionat ca prin tehnica condensarii precoce a cromosomilor pot fi vizualizati si analizati cromosomii gametilor, celule interfazice 2 CROMATINA Asocierea obligatorie dintre ADN nuclear si proteine se numeste cromatina În diferite stadii ale ciclului celular cromatina prezinta diferite grade de condensare si se prezinta sub doua tipuri morfo-functionale distincte: eucromatina si heterocromatina (tabel 2 2) Tabelul 2 2 Caracteristicile eucromatinei si heterocromatinei Caracteristici EUCROMATINA HETEROCROMATINA Condensare Fin dispersata Puternic condensata (cromocentri) Colorare Slaba Intensa Replicare în faza S Precoce Tardiva Activitate genetica Activa Inactiva Compozitie chimica Predomina p b C - G; ADN nerepetitiv; proteine nehistonice Predomina p b A - T; ADN repetitiv; proteine histonice 2 1 EUCROMATINA SI HETEROCROMATINA Eucromatina are mai mult ADN nerepetitiv, în care predomina perechile de baze G-C, si proteine nehistonice; este putin condensata si reprezinta partea activa genetic (transcriptionala) a cromatinei; se replica precoce la începutul fazei S Alcatuieste benzile R pozitive din cromosomii cu marcaj în benzi Heterocromatina, are mai mult ADN repetitiv (în care predomina p b A-T) si histone, este foarte compactata (condensata sub forma de cromocentri), inactiva genetic, cu replicare tardiva Desi inactiva genetic (transcriptional), heterocromatina îndeplineste cu siguranta anumite functii celulare Se presupune ca heterocromatina stabilizeaza centromerul si telomerele cromosomului, intervine în desfasurarea meiozei (în sinapsa cromosomilor omologi) si, probabil, în diferentierea celulara Heterocromatina este de doua feluri: constitutiva si facultativa * Heterocromatina constitutiva care se gaseste constant sub forma condensata Ea nu contine gene functionale, si este formata din ADN înalt repetitive (ADN satelit) În structura cromosomului, heterocromatina constitutiva se afla în regiunea centromerului, pe bratul lung al cromosomului Y, pe bratele scurte ale acrocentricilor si în constrictiile secundare Ea poate fi evidentiata în cromosomii metafazici, printr-un tratament specific, sub forma unor benzi numite benzi C * Heterocromatina facultativa care difera la celule diferite si chiar la organisme diferite: în unele celule anumite gene sau parti din cromosomi pot fi active; în alte celule, aceleasi structuri pot sa nu functioneze, fiind sub forma de heterocromatina Astfel, heterocromatinizarea ar interveni în reglajul genic Exemplul cel mai tipic îl constituie cromatina sexuala; unul din cei doi cromosomi X la organismele de sex feminin este inactivat formând cromatina X Procesul se produce la întâmplare si independent în fiecare celula 2 2 CROMATINA SEXUALA Cromatina sexuala reprezinta un cromocentru cu particularitati morfologice bine definite, care permite stabilirea numarului de cromosomi sexuali si, prin aceasta, determinarea sexului genetic (XX sau XY) si anomaliilor numerice ale cromosomilor sexuali Cromatina sexuala se prezinta diferit la femeie si la barbat, deoarece rezulta prin mecanisme diferite * La femeie (XX), cromatina sexuala se formeaza prin inactivarea unuia din cei doi cromosomi X, care formeaza un corpuscul de heterocromatina numit corpuscul Barr sau cromatina X * La barbat (XY) cromatina sexuala reprezinta heterocromatina bratului lung al cromosomului Y, care se vizualizeaza la microscopul în fluorescenta prin afinitatea particulara pentru diferite substante fluorescente (în special quinacrina); de aceea se mai numeste corpusculul F sau cromatina Y a) Cromatina X (Barr si Bertram, 1949) Asa cum am precizat si vom discuta ulterior în detaliu (vezi capitolul 4 B 4), cromatina X rezulta la femeile XX prin inactivarea unuia din cei doi cromosomi X, care prin condensare (heterocromatinizare) va forma corpusculul Barr În felul acesta, atât la femeie cât si la barbat, va ramâne numai un singur X ramâne functional; la ambele sexe, toti cromosomii X în plus vor fi heterocromatinizati Potrivit ipotezei Lyon (1961), inactivarea cromosomului X este totala, se produce precoce în perioada embrionara si este definitiva, pentru toata viata Procesul de inactivare a unuia din cei doi cromsomi X (de origine materna si paterna) se produce la întâmplare si independent în fiecare celula Cromatina X, se poate evidentia pe frotiuri realizate cu celulele diferitelor mucoase (de obicei mucoasa bucala), pe frotiuri de sânge (în polimorfonuclearele neutrofile), în bulbul pilos, în celule amniotice si în celule obtinute prin biopsia diferitelor organe În celulele epiteliale ale mucoasei bucale, cromatina X se prezinta sub forma unui corpuscul (cromocentru) intens colorat bazofil, situat de obicei pe fata interna a membranei nucleare, ovalar sau plan convex, cu marime medie de un micron (?0 3), numit corpusculul Barr (figura 2 12 a) Prin caracteristicile sale el poate fi deosebit de nucleol sau alti cromocentri nespecifici Teoretic, toti nucleii celulelor provenite de la persoane normale de sex feminin ar trebui sa aiba un corpuscul Barr În practica, procentul celulelor "cromatin X pozitive" este cuprins între 15-35 % datorita: calitatii improprii pentru analiza a unor nuclei, si probabil, actiunii unor factori celulari care produc decondensarea cromosomului X fara a afecta însa inactivarea lui Numarul de corpusculi Barr este egal cu suma cromosomilor X - 1 În felul acesta, pe baza numarului de corpusculi Barr se poate preciza numarul cromosomilor X si diagnostica19, simplu si repede, sexul genetic si diferite anomalii numerice: X0, XXX, XXY, etc (figura 2 13) În polimorfonuclearele neutrofile (PMN) cromatina X se poate prezenta sub forma unor apendici nucleari, fie "în bat de toba" (apendice tip A), fie ca un "nodul sesil" (apendice de tip B) (figura 2 12 b) Pentru un diagnostic corect ei trebuie deosebiti de alti apendici nesexuali Numarul apendicilor sexuali este, ca si în cazul corpusculului Barr, egal cu suma cromosomilor X minus 1 b) Cromatina Y În celule prelevate de la o persoana de sex masculin (XY) se poate evidentia prin coloratia cu diferiti fluorocromi (quinacrina) si examinare microscopica în lumina ultravioleta, un corpuscul intens fluorescent, numit corpuscul F (figura 2 12 c) El reprezinta aspectul interfazic al celor 2/3 distale a bratului lung al cromosomului Y, alcatuite din heterocromatina intens fluorescenta Marimea medie a corpuscului F este 0 25 microni, iar numarul de corpusculi F este, firesc, egal cu numarul cromosomilor Y 2 3 STRUCTURA SUPRAMOLECULARA A CROMATINEI Analiza cromatinei la microscopul electronic evidentiaza un sistem ierarhizat de fibre de cromatina, de dimensiuni diferite (figura 2 14), alcatuite din ADN, histone si proteine nehistonice Primul nivel de organizare supramoleculara a ADN este filamentul cu nucleosomi, cu diametrul de 10 nanometri (nm) Nucleosomul este alcatuit dintr-un complex de ADN si histone (figura 2 15 a): o secventa de ADN (de 146 p b ) se înfasoara (1 tur si 3/4) în jurul unui "miez" histonic, cilindric, formata din 8 molecule de histone (câte 2 molecule din H2A, H2B, H3 si H4) Nucleosomii sunt legati între ei printr-un segment de ADN liber (60 p b ), formând filamentul cu nucleosomi, asemanator unui "sirag de margele" Aceasta structura (mentinuta strâns prin histona H1, ce leaga doi nucleosomi vecini) realizeaza o rata de "împachetare" a ADN nativ (dublu helix de 2nm) de circa 10:1 Mecanismul prin care se formeaza nucleosomii este înca putin cunoscut Cert este faptul ca nucleosomii nu sunt structuri statice, rigide, deoarece functiile ADN (transcriptia, replicarea, recombinarea) necesita separarea celor doua catene ale ADN si implicit modificarea structurii nucleosomului Ei sunt fixati la o singura catena a ADN ("în faza") aceiasi de la o celula la alta Al doilea nivel de organizare supramoleculara a cromatinei este fibra de cromatina de 30 nm Ea rezulta din spiralizarea în solenoid a filamentului cu nucleosomi (figurile 2 14 si 2 15 b) Aceasta structura (cu pasul de 6 nucleosomi) este stabilizata de histona H1 si realizeaza o compactare de 5:1 Fibra de cromatina de 30 nm este unitatea fundamentala de organizarea cromatinei în nucleul interfazic Fibra de cromatina are însa si un rol important pentru functionarea genomului, deoarece prin spiralizare apropie mult diferite regiuni ale ADN care, liniar, se afla la distante mari unele de altele În felul acesta, favorizeaza interactiunile genice necesare pentru expresia adecvata a informatiei ereditare Mai mult, solenoidul nu are o structura omogena: zonele spiralizate alterneaza neregulat cu zone nespiralizate, unde se pot fixa o serie de proteine specifice, care produc o configuratie cromatiniana ce permite accesul ARN polimerazei si deci transcriptia Al treilea nivel de organizare rezulta prin plierea fibrei de cromatina de 30 nm în bucle laterale, numite si domenii, de lungimi diferite (20-100 kb); se formeaza fibra pliata în bucle laterale cu un diametru de 300 nm (grad de compactare 10:1) Buclele sunt atasate, prin anumite situsuri de ancorare20 din structura fibrei de ADN, la un "schelet" sau matrice proteica (nonhistonica21) (figura 2 14), care are o forma identica cu cea a cromosomului metafazic Se considera ca fiecare bucla sau domeniu (ce contine câteva gene) ar putea fi o unitate functionala de transcriptie si replicatie; buclele au deci atât o semnificatie structurala cât si un rol functional important Fibra pliata în bucle laterala formeaza la începutul profazei, printr-o puternica spiralizare si condensare (grad compactare 20), cromatida unui cromosom (figura 2 14) Ea atinge în metafaza o grosime de 700 nm, fiind cel mai înalt grad de compactare a fibrei de baza a cromatinei (30 nm) Fiecare cromatida a unui cromosom contine deci o singura molecula de ADN, organizata în mai multe structuri succesive si ierarhizate de "împachetare" La sfârsitul diviziunii, în telofaza, se produce despiralizarea/decondensarea cromosomilor Relatia dintre ADN, fibrele de cromatina si cromosomi se poate reda sintetic astfel: ADN ? FILAMENT ? F I B R A ? F I B R A ? CROMATIDA CU DE P L I A T A UNUI NUCLEOSOMI CROMATINA Î N BUCLE CROMOSOM INTERFAZA DIVIZIUNE Molecula de ADN sufera astfel o compactare de 10 000 de ori si poate încape facil în spatiul mic, de câtiva microni, al nucleului Acest fenomen favorizeaza distributia corecta a materialului genetic în diviziune si asigura functionarea ADN Înainte de a încheia prezentarea acestor fenomene vom sublinia un alt fapt important Buclele fibrei de 300 nm se fixeaza neregulat de scheletul proteic Din loc în loc (în regiuni de ADN în care predomina secvente cu p b A-T) ele formeaza mici aglomerari de bucle, numite cromomere, separate prin zone mai laxe (figura 2 16) Pe masura ce cromosomul profazic se condeseaza cromomerele mici, vecine, se unesc într-o structura mai mare Aceste cromomere mari se aduna în gramezi si formeaza benzi intens condensate si colorate (benzi G); ele vor fi separate prin benzi mai putin condensate si mai clare (benzi R) ADN care formeaza benzile G (sau Q) contine mai multe puncte de atasare, strâns apropiate, iar buclele sunt mai dense, mai compactate; colorantii (Giemsa, Quinacrina) care au afinitate pentru regiunile SAR bogate în A-T vor da benzi G In benzile R densitatea punctelor de atasare este mai mica, buclele sunt mai laxe Benzile cromosomice reflecta structura interna heterogena a cromosomului si definesc regiuni din genom care au proprietati si functii diferite 3 CROMOSOMII UMANI La începutul diviziunii cromatina se organizeaza în cromosomi, organite nucleare care fixeaza intens colorantii bazici ("chroma" - culoare; "soma" - corp) si îndeplinesc doua functii importante: transporta materialul genetic de la parinti (prin gameti) la descendenti, precum si de la o celula "mama" la celulele "fiice" în cursul multiplicarii celulare, asigurând stabilitatea proceselor ereditare; realizeaza amestecul materialulului ereditar între generatii succesive, prin procesele de recombinare ce au loc în meioza, sursa principala de variabilitate Anomaliile de numar si structura ale cromosomilor sunt implicate în numeroase stari patologice (vezi capitolul 10) si deaceea explorarile citogenetice reprezinta o metoda importanta de diagnostic în medicina clinica (sindroame plurimalformative, debilitati mintale si tulburari de comportament, tulburari de sexualizare si reproducere, cancer) Orice medic practician trebuie sa aiba cunostinte precise despre metodele de studiu, indicatiile si limitele analizei cromosomice precum si priceperea de a interpreta corect rezultatele explorarilor citogenetice 3 1 MORFOLOGIA CROMOSOMILOR UMANI Numarul si morfologia cromosomilor sunt elemente caracteristice pentru fiecare specie La om, în celulele somatice diploide, exista în mod normal 46 de cromosomi, iar în gameti (celule haploide) doar 23 de cromosomi Dupa fecundare, la zigot, se reface numarul diploid si se realizeaza 23 perechi de cromosomi omologi, identici ca marime, forma si continut genic22 - dar diferiti ca origine 22 perechi de cromosomi sunt identice la cele doua sexe si se numesc autosomi; o pereche difera însa la cele doua sexe, numindu-se cromosomi sexuali sau gonosomi: XX la femeie si XY la barbat Cromosomii X si Y sunt omologi doar ca origine si functie, ambii având un rol important în determinismul sexelor; ei se deosebesc morfologic (cromosomul Y fiind mult mai mic decât cromosomul X) si genetic (cromosomul X are si gene "nesexuale" ce determina diferite caractere ale corpului) Cromosomii sunt cel mai usor de analizat în stadiul de metafaza sau prometafaza al mitozei (figura 2 17) deoarece se afla în acelasi plan (în "placa ecuatoriala") si sunt bine individualizati În aceste stadii ei sunt alcatuiti din doua cromatide unite la centromer si delimitate la capete prin telomere (figura 2 18 a) Cromosomii sunt bicromatidieni deoarece în faza S a ciclului celular a avut loc dublarea (replicarea) materialului genetic a) Elementele morfologicesi functionale comune tuturor cromosomilor sunt: cromatidele, centromerul si telomerele Ele sunt esentiale pentru replicarea si distributia cromosomilor în diviziune; de aceea ele nu pot lipsi din structura unui cromosom funtional sau din arhitectura cromosomilor "artificiali" (YAC) care au început sa fie "fabricati" în scopuri experimentale (1) Cromatidele unui cromosom sunt subunitati longitudinale identice ("cromatide surori") care poseda fiecare o singura molecula de ADN asociata cu proteine sau, mai exact, o fibra de cromatina puternic condensata (figura 2 14) În lungul cromatidelor exista, foarte probabi,l secvente de replicare autonoma (elemente ARS), bogate în AT, în care se initiaza replicarea Localizarea lor nu a fost înca precis definita la om (2) Centromerul este locul în care cromatidele surori sunt atasate prin intermediul unor proteine, formând constrictia primara Cromosomii au în mod normal un singur centromer Pozitia centromerului la fiecare cromosom este fixa, fiind determinata de o secventa particulara de ADN centromeric înalt repetitiv (ADN satelit), aceiasi la toti cromosomii; ea formeaza un bloc de heterocromatina constitutiva, evidentiat prin marcajul C La aceasta secventa de ADN comuna tuturor cromosomilor se poate adauga o secventa specifica fiecarui cromosom (ADN alfoid) La secven'ele centromerice se leaga niste proteine specifice CENP (A, B, C, D) care sunt probabil implicate în functiile centromerului Centromerul împarte cromatidele în doua brate, notate conventional cu p (de la "petit") pentru bratul scurt si q (de la "qeue"), pentru bratul lung Dupa pozitia centromerului, cromosomii pot fi: * metacentrici (cu centromerul în la mijlocul cromosomului si bratele aproximativ egale), * submetacentrici (cu centromerul în afara zonei centrale si bratele de lungimi diferite), * acrocentrici (cu centromerul spre un capat al cromosomului) (figura 2 18 b) Centromerul are un rol cheie în diviziunea celulara, în procesul de segregare Functia centromerului este de a asigura distributia egala a fiecarui cromosom, prin mitoza de la celula "mama" la "celulele fiice" În acest proces, ADN centromeric determina fixarea specifica a unor proteine23 care vor forma kinetocorii, locul de fixare a microtubulilor filamentelor fusului de diviziune (în metafaza), care vor asigura tractiunea si deplasarea cromatidelor la polii fusului de diviziune (vezi capiolul 5 B 2) Fragmentele cromsomice fara centromer ("acentrice")24 nu se ataseaza la fusul mitotic si nu vor fi incluse în nucleii celulelor fiice iar cromosomi dicentrici anormali nu se pot "distribui" corect în diviziune Recent s-a stabilit ca alipirea celor doua cromatide la nivelul centromerului este controlata de proteina ISS (de la Inhibitor of Sister chromatid Separation) Atunci când cromosomii s-au aliniat corect în placa metafazica o enzima (ubiquitina) produce degradarea brusca a proteinei ISS si începe anafaza, cu migrarea cromatidelor surori spre fiecare pol În absenta centromerului se pierde controlul distributiei cromosomilor în celulele fiice; una din ele poate primi doua copii ale cromosomilor acentrici se formeaza de obicei în celule tumorale o structura numita "double minute chromosomes" (3) Telomerele - sunt structuri specializate formate din ADN si proteine care acopera capetele cromosomului Ele prezinta un bloc (3-20 kb) de ADN repetitiv format din secvente scurte de (5'-TTAGGG-3'), repetate în tandem, de câteva mii de ori; ele sunt identice la toti cromosomii si perfect conservate în evolutie Sub acest bloc se gaseste regiunea subtelomerica (TAR de la telomere associated repeats, divizata în doua domenii) formata din ADN repetitiv, cu functiie înca necunoscute, dar cu o structura 95% identica la alti cromosomi Urmeaza secvente de ADN specifice fiecarui cromosom Telomerele au urmatoarele functii probabile: * Mentinerea stabilitatii si integritatii structurala a cromosomului, apara capetele cromosomilor de degradare si împiedica fuziunea "cap la cap" cu alti cromosomi; pierderea telomerelor produce capete cromosomice instabile care au tendinta de a fuziona cu capetele altor cromosomi rupti, formînd diferite tipuri de aberatii structurale Recent s-a stabilit ca prezenta telomerelor la capetele cromosomilor serveste ca semnal de normalitate; daca în celula se produce o ruptura cromosomica si apare un fragment cromosomic aceasta structura anormala este recunoscuta de mecanismele de control ale integritatii ADN si se produce oprirea temporara a ciclului celular, pentru a permite repararea leziunilor; daca acest lucru nu este posibil atunci se declanseaza apoptoza * Asigurarea replicarii complete a capetelor cromosomului Procesul se realizeaza cu ajutorul unei telomeraze; reducerea activitatii sale produce o pierdere treptata a secventelor telomerice, la fiecare replicare; acest fenomen (ce va fi descris în detaliu în capitolul 5) va duce la scurtarea progresiva a telomerelor, pâna la un moment critic ce va bloca diviziunea celulei Aceasta ar putea fi o explicatie a duratei limitate de viata a celulelor somatice Asa cum vom vedea, fenomenul de scurtare a telomerelor este implicat în senescenta si cancer (Holt, 1996) * Participare la stabilirea arhitecturii tridimensionale a nucleului (cromosomii se fixeaza cu telomerele pe fata interna a membranei) si/sau la initierea sinapsei corecte a cromosomilor omologi la începutul profazei meiozei I b) Elemente morfologice comune unor cromosomi (1) Satelitii Cromosomii acrocentrici (exceptând Y) au atasate la bratele scurte, mici mase de cromatina numite sateliti Atasarea satelitilor se face prin intermediul unor filamente ce contin genele pentru ARN ribosomal (bogat reprezentat în nucleol); de aceea ele se numesc si organizatori nucleolari (2) Constrictiile secundare (notate conventional cu "h") se gasesc pe cromosomii 1, 9 si 16, pe bratul lung lânga centromer Sunt alcatuite din ADN repetitiv (3) Situsurile fragile Uneori pe cromatidele cromosomilor se observa niste "lacune" necolorate în care cromosomii se pot rupe mai usor, in vivo sau în anumite conditii de cultura (folosirea unor antifolati sau aphidicolin, un inhibitor specific al ADN polimerazei) Aceste zone de rezistenta scazuta, situate într-un punct specific în lungul cromosomului, se numesc situsuri fragile Majoritatea situsurilor fragile sunt considerate markeri normali Exceptie face un situs fragil FRAXA situat pe bratul lung al cromosomului X (Xq27), asociat frecvent cu debilitate mintala (sindromul X fragil) Studii recente sugereaza ca unele situsuri ar putea avea un rol în progresia tumorala: rupturile în aceste situsuri produc inactivarea unor gene supresoare de tumori c) Benzile cromosomice, elemente specifice fiecarui cromosom Prin diferite tratamente (digestie enzimatica, denaturare termica etc) si/sau încorporarea unor coloranti specifici pentru ADN (Giemsa, Quinacrina etc), cromosomii metafazici apar alcatuiti dintr-o serie continua de benzi longitudinale, în care zone intens colorate (benzi G) alterneaza regulat cu altele mai slab colorate (benzi R) Fiecare cromosom are un model caracteristic al pozitiei, succesiunii, marimii si intensitatii benzilor, ce permite identificarea sa precisa (figura 2 19) Acest model este identic în toate celulele corpului si la toti indivizii speciei25 Marimea benzilor este cuprinsa între 1-10 Mb Benzile sunt markeri citologici ai structurii interne heterogene a cromosomilor; ele reflecta în primul rând gradul de compactare (condensare) a fibrei de cromatina în lungul cromosomilor; Benzile se coreleaza în mare masura si cu organizarea functionala a cromosomilor, deoarece definesc o distributie alternativa a eucromatinei (benzi R) si heterocromatinei (benzi G), care poseda proprietati diferite (tabelul 2 3) * Benzile G si Q sunt zone din cromosomi bogate în heterocromatina, mai compactate, ce contin putine gene active si se replica tardiv spre sfârsitul fazei S; ele poseda ADN bogat în A-T (55-60%) si numeroase secvente repetitive LINES * Benzile R sunt arii cromosomice ce contin eucromatina, putin condensata, cu o mare densitate de gene structurale, active; ADN lor se replica precoce, la începutul fazei S si este bogat în perechi de baze G-C (60%), cu numeroase secvente repetitive SINES (în special din familia ALU) De aceea anomaliile cromosomice care implica benzile R au consecinte clinice importante * Benzile C, situate în regiunea centromerica, sunt alcatuite din heterocromatina constitutiva Aceasta se mai gaseste pe bratul lung al cromosomului Y, constrictiile secundare si satelitii cromosomilor acrocentrici Deoarece heterocromatina este lipsita de gene sau genele sunt inactive, modificari structurale în aceste zone nu produc efecte fenotipice Tabelul 2 3 Caracteristicile benzilor comosomice (modificat dupa Miller O J , 1996) Caracteristici Benzi - R Benzi - Q sau G Benzi - C Localizare Brate cromosomice Brate cromosomice Centromere, Yq Tip de cromatina Eucromatina Heterocromatina Heterocromatina Tip secvente ADN Unice, unele repetitive Repetitive, unele unice Înalt repetitive - ADN satelit Compotitia bazelor Bogate în GC Bogate în AT Bogate în AT, unele în GC Secvente repetitive SINEs LINEs ADN satelit Replicare Precoce La mijloc sau sfîrsit S Tardiva Transcriptie Intensa Redusa Absenta Densitate gene Insule bogate în CpG Numeroase Putine Absente Tip de gene Gene comune Gene specific-tisulare Absente 3 2 TEHNICI DE ANALIZA A CROMOSOMILOR a) Metode de obtinere a cromosomilor Analizele citogenetice se pot realiza pe cromosomii metafazici sau prometafazici, obtinuti din celule care se divid rapid în culturi celulare (limfocite, fibroblaste, celule fetale etc) sau, în unele cazuri, direct din tesuturi cu activitate mitotica intensa (maduva osoasa, trofoblast, tumori) (1) Metodele citogenetice de rutina folosesc culturi de limfocite din sângele periferic (produsul cel mai accesibil pentru studiu) O proba de 0 5 ml sânge heparinat (recoltata steril) este incubata 48-72 ore (la 37o) într-un mediu nutritiv, la care se adauga ser uman sau de vitel (pentru a îmbogati continutul în proteine si factori de crestere) si fitohemaglutinina (pentru a stimula multiplicarea limfocitelor T) Cu putin timp înainte de terminarea culturii, mitozele sunt blocate în metafaza cu colchicina, substanta ce inhiba formarea fusului de diviziune si trecerea în anafaza Apoi, mediul este înlocuit cu o solutie salina hipotona, care "umfla" celulele si disperseaza cromosomii; Urmeaza fixarea celulelor, etalarea lor pe o lama microscopica si colorarea (cu Giemsa) Preparatele sunt examinate la microscop, se numara cromosomii (obisnuit 16 metafaze; 32 în cazul suspiciunii unui mozaic cromosomic) si se analizeaza morfologia lor; metafazele selectionate sunt fotografiate Cromosomii, din fotografiile obtinute dupa marire, sunt decupati, identificati si apoi aranjati în cariotip, pe baza criteriilor morfologice, în perechi de omologi si grupe Se analizeaza atent morfologia si modelul în benzi a fiecarui cromosom Tehnica de analiza cromosomica este o metoda laborioasa, complexa si costisitoare, necesitând o pregatire si o dotare speciala În conditii obisnuite, un rezultat complet nu poate fi obtinut decât în 1-2 saptamâni Exista însa si sisteme de analiza computerizata a metafazelor care furnizeaza rapid si corect cariotipul celulelor analizate; sunt însa scumpe si necesita un dialog permanent "om -masina" (2) Metodele speciale folosesc culturi din alte tipuri celulare: maduva osoasa; fibroblaste obtinute prin biopsie de piele; celule fetale recoltate prin amniocenteza sau biopsie de trofoblast (placentocenteza); ele au dezavantajul prelevarii mai dificile si a unui timp mai lung de cultura Exista deasemeni variante tehnice ce permit studiul cromosomilor în prometafaza, evidentierea situsurilor fragile26 sau a sindroamelor cu rupturi cromosomice (3) Metodele directe (fara cultura) se aplica, în anumite situatii, tesuturilor ce se divid activ: maduva osoasa în leucemii; tumori solide; vilozitati coriale, în diagnosticul prenatal Aceste metode dau rezultate rapide (3-12 ore) dar numarul metafazelor analizabile este variabil si calitatea cromosomilor mediocra Metodele directe se pot folosi si pentru studiul cromosomilor meiotici, mai ales din spermatocite, la barbat b) Tehnici de analiza cromosomica Din 1956 si pâna în prezent tehnicile de analiza cromosomica au evoluat permanent, putându-se deosebi schematic patru generatii de tehnici (1) Tehnicile de generatia I-a (1956) Cromosomii obtinuti prin metodele prezentate mai sus si fara alt tratament sunt uniform colorati ("solid staining") si au putine repere pentru identificarea lor precisa (figura 2 20 a) Folosirea actuala a metodelor ce coloreaza uniform cromosomii este limtata la diagnosticul aneuploidiilor si mozaicurilor cromosomice, investigarea situsurilor fragile, a rupturilor cromosomice si polimorfismului cromosomic (2) Tehnicile de generatia II-a (1970) sunt tehnici de marcaj cromosomic în benzi a cromosomilor metafazici Folosind o serie de tratamente si/sau coloratii speciale a ADN se vizualizeaza pe cromosomii metafazici o structura specifica de benzi alternative intens colorate si putin colorate Se evidentiaza astfel 300-400 benzi pentru un set haploid de cromosomi metafazici Aceste tehnici permit identificarea precisa a fiecarui cromosom (figura 2 20 b) si caracterizarea majoritatii anomaliilor cromosomice (exceptând microdeletiile) Marcajul G se obtine prin digestie controlata cu tripsina, urmata de colorarea cu Giemsa Tehnica este relativ simpla si larg folosita; are dezavantajul ca nu coloreaza telomerele cromosomilor (figura 2 21) Marcajul Q se obtine prin colorarea cromosomilor cu un fluorocrom ce se fixeaza preferential pe regiunile ADN bogate în AT (ex Quinacrina, DAPI, Hoechst 33258); benzile Q fluorescente (observabile în UV) au aceiasi distributie ca si benzile G Metoda are dezavantajul ca preparatele nu sunt permanente si necesita un echipament special de microscopie Este utila în special pentru analiza cromosomului Y Marcajul R (de la "Reverse") are o dispozitie inversa benzilor G si poate fi obtinut prin denaturarea termica controlata (85º) a preparatelor într-o solutie salina, înaintea colorarii cu Giemsa sau prin folosirea unor coloranti specifici pentru regiunile bogate în GC (ex , chromomicina A3); benzile colorate se numesc benzi R (ele corespund benzilor G sau Q negative) Un subset de benzi R este reprezentat de marcajul T în care capetele cromosomilor apar intens colorate Realizeaza o foarte buna diferentiere a benzilor si telomerelor, dar este laborioasa si influentata de o serie de factori ce trebuie bine cunoscuti si standardizati (figura 2 22) Marcajul C evidentiaza heterocromatina Constitutiva, în special la nivel centromeric; se obtine dupa denaturarea cu o solutie saturata de hidroxid de bariu, înainte de colorarea cu Giemsa Alte metode (NOR, pentru evidentierea regiunilor organizatoare de nucleoli; studiul replicarii, în special a cromosomilor X, cu ajutorul bromodeoxiuridinei) etc - sunt tehnici foarte speciale, utilizate doar pentru caracterizarea unor remanieri cromosomice complexe Unele tehnici de marcaj (R si G) sunt folosite curent pentru analiza morfologiei cromosomilor, producând setul complet de benzi; alte tehnici (benzi Q, C, T, metodele de marcaj al replicarii cu BrdU, coloratia NOR,s a ) se folosesc în analiza numai în anumite situatii, pentru a defini mai bine anumite subseturi de benzi precum si tipul de aberatii structurale ale cromosomilor (3) Tehnicile de generatia III-a (1977) sunt tehnici de marcaj de înalta rezolutie care studiaza cromosomii în primele faze ale diviziunii, când ei sunt mai putin condensati Fiecare banda din cromosomii metafazici poate fi astfel subdivizata în mai multe sub benzi (figura 2 23) Se pot identifica 550 sau 850 de benzi, corespunzator prometafazei sau profazei Fiecare banda corespunde probabil la 20-30 de gene, aceasta fiind limita maxima de rezolutie în analiza citogenetica conventionala Aceste tehnici permit evidentierea unor modificari mici (de ex microdeletii) din structura cromosomilor Marcajul de înalta rezolutie se obtine prin folosirea tehnicilor de marcaj G sau R pentru procesarea cromosomilor aflati în primele faze ale diviziunii (prometafaza, profaza) Aceasta necesita blocarea sintezei de ADN, pentru sincronizarea tuturor celulelor si, apoi, reluarea sintezei si oprirea culturii într-un moment în care numeroase celule se afla la sfârsitul profazei Datorita complexitatii lor tehnicile de înalta rezolutie nu sunt proceduri de rutina Se folosesc atunci când se suspecteaza o anomalie structurala fina (de ex microdeletia unei parti dintr-o banda cromosomica) (4) Tehnicile de generatia IV-a (1991) sunt tehnici de citogenetica moleculara Ele folosesc "sonde" de ADN monocatenar, specifice unei anumit cromosom, regiuni cromosomice (centromer sau telomere) sau unor gene cu localizare cunoscuta în anumite zone Sondele se fixeaza (hibridizeaza) prin complementaritate în aceste situsuri "tinta" Pentru a fi evidentiate dupa hibridizare, sondele sunt 'marcate' cu un fluorocrom (vizibil la microscopul cu lumina UV) De aceea metoda se numeste hibridizare fluorescenta in situ sau, prescurtat, FISH (de la Fluorescence In Situ Hybridization) (caseta 2 3) FISH este o metoda performanta (rezolutia pe cromosomi metafazici este de câteva megabaze) dar dificila si scumpa Ea are indicatii precise si nu se substituie celorlalte tehnici citogenetice Se foloseste pentru: suspiciunea clinica / citogenetica a unei microdeletii (figura 2 24 a si b) sau microduplicatii, a unor translocatii criptice sau deletii telomerice; detectia sexului genetic sau a unor aneuploidii în nucleii interfazici (FISH "interfazic"; figura 2 24 c), mai ales din celulele fetale (diagnostic prenatal); caracterizarea unor remanieri complexe sau a unor cromosomi markeri, mai ales în celulele tumorale; detectarea unor secvente de Y la barbatii XX; evaluarea unui mozaicism 3 3 CLASIFICAREA SI NOMENCLATURA CROMOSOMILOR UMANI Identificarea cromosomilor umani se face pe baza morfologiei lor, utilizând criterii precis codificate la diferite conferinte internationale de standardizare Clasificarea actuala utilizeaza "International System of Human Cytogenetic Nomenclature" (ISCN)(1995) Pe baza lungimii si pozitiei centromerului cromosomii umani au fost clasificati în 7 grupe, notate (conventional) de la A la G (tabel 2 4) Autosomii sunt desemnati fiecare printr-un numar de la 1 la 22 Se obtine astfel, o aranjare sistematizata a cromosomilor unei celule numita cariotip (figura 2 21 si 2 22) Tabel 2 4 Clasificarea pe grupe a cromosomilor umni CROMOSOMI Metacentrici Submetacentrici Acrocentrici mari A (1-3)* B (4-5) - mijlocii E (16) C (6-12,X) D (13-15) mici F (19-20) E (17-18) G (21-22,Y) * Cromosomul 2 este mai submetacentric CASETA 2 3 Hibridizarea fluorescenta in situ (FISH) Principiul acestei metode de citogenetica moleculara este hibridizarea prin complementaritate, a unei sonde de ADN monocatenar (de circa 40 kb) cu o anumita regiune a unui cromosom Sonda ADN este marcata fie direct prin încorporarea unui nucleotid- fluorescent, fie indirect prin încorporarea unui nucleotid modificat ce contine o molecula "reporter" (cum ar fi biotina sau digoxigenina) care este recunoscuta de un ligand specific (streptavidina pentru biotina si anticorpi specifici pentru digoxigenina) conjugat cu un flourocrom Sondele pot fi clasificate în 4 tipuri, în functie de aplicatia practica: * Sonde specifice unui locus dat, pentru detectarea deletiilor sau duplicatiilor submicroscopice; daca sonda NU se fixeaza pe zona cromosomica careia îi corespunde (absenta semnalului colorat), atunci se poate concluziona deletia (pierderea) acestei zone; aparitia a doua semnale indica o microduplicatie Astfel, se pot decela anomalii segmentare foarte mici, la limita de rezolutie a microscopului optic Acest tip de sonde se folosesc si pentru stabilirea precisa a punctelor de ruptura în cazul translocatiilor * Sonde centromerice (alfoide) pentru identificarea centromerului unui anumit cromosom; pot fi utilizate în nucleii interfazici sau pe cromosomii metafazici * Sonde telomerice * Sonde specifice unui cromosom permit "colorarea" particulara a unui /unor cromosomi (chromosome painting); "pictura cromosomica" poate evidentia remanieri cromosomice mici; în acest grup se includ si sondele corespunzatoare ADN genomic, folosite în hibridizarea genomica comparativa Tintele sunt multiple: * ADN din cromosomii metafazici; nivelul de rezolutie este de ordinul a 1-3 Mb * ADN din nucleii interfazici ai celulelor fetale; hibridizarea unor sonde de ADN specifice anumitor cromosomi (de ex 21, 18, 13, X si Y) cu nuclei interfazici permite diagnosticul prenatal rapid (fara cultura) al unor anomalii de numar ale cromosomilor respectivi, fara sa fie nevoie de efectuarea cariotipului (ex trei spoturi fluorescente obtinute cu sonda pentru cromosomul 21 pune diagnosticul de trisomie 21); nivelul de rezolutie este de ordinul 100 Kb * Molecule de ADN prealabil "alungite" prin procedee fizice sau chimice; aceasta metoda permite individualizarea a doua sonde distantate la 1 Kb * Întregul cromosom Prin folosirea unui amestec de secvente ce corespund diferitelor parti dintr-un anumit cromosom se poate obtine colorarea sa integrala cu un anumit fluorocrom ("chromosome painting") Metoda a fost ulterior dezvoltata: folosind sonde cu secvente din fiecare cromosom, o combinatie de mai multi fluorocromi (Multiplex FISH) si analiza digitala automata a imaginilor (cu o camera CCD) este posibila colorarea diferita a fiecarui cromosom din cariotip O varianta a acestei metode este cariotiparea spectrala (SKY) ce utilizeaza combinatii variate a cinci probe fluorescente, o camera speciala de luat imagini si un soft de procesare a imaginilor ce permite ca fiecare cromosom sa aibe o coloratie particulara, unica, ce face posibila detectarea oricarui rearanjament cromosomic * Întregul genom O metoda larg folosita în studiile citogenetice în cancer este Hibridizara Genomica Comparativa (CGH): ADN test (de ex , tumoral) este marcat cu un fluorocrom verde iar ADN normal (control) cu unul rosu; cele doua probe, amestecate, sunt hibridizate cu cromosomi metafazici normali Raportul semnalului verde sau rosu pe cromosomii metafazici hibridizati indica localizarea unei duplicatii (exces de verde) sau deletii (exces de rosu) din ADN test Identificarea precisa a cromosomilor în cadrul fiecarei grupe nu este posibila fara ajutorul marcajului în benzi Un exemplu edificator este prezentat în figura 2 20 în care se observa ca fara marcajul benzii este imposibil de facut deosebirea între cromosomii grupei D (13-14-15); acest lucru devine facil prin tehnicile de marcaj, fiecare cromosom având o distributie specifica a benzilor Modelul de marcaj în benzi a tuturor cromosomilor umani si nomenclatura lor este prezentat în figurile 2 25 si 2 26 La cromosomii cu marcaj, în lungul cromatidelor exista diferite "repere specifice" (centromerul, unele benzi mai importante, telomerele) care împart fiecare brat în regiuni cromosomice, numerotate pentru fiecare brat, de la centromer spre telomere (p1, p2, p3 si q1, q2, q3 ); ele sunt divizate în mai multe benzi: p11 (unu-unu, nu unsprezece), p12, p13 (fig 2 21) Daca prin tehnici mai fine (prometafaza) banda este divizata în sub-benzi, ele sunt numerotate ca sub-seturi ale benzii originale (de ex banda 18 q22 poate fi divizata în 18 q22 1, 18 q22 2 si 18 q 22 3) La cromosomii profazici pot apare si sub-sub-benzi (ex ,18 q22 11 Conform unor standarde internationale, fiecare banda este definita numeric prin numarul cromosomului, bratul, regiunea, banda, sub-banda; de ex Xp21 2 înseamna banda 1, subbanda 2 a regiunii 2 de pe bratul scurt al cromosomului X Pentru a descrie sintetic un cariotip normal sau anormal, International System for human Cytogenetics Nomenclature (ISCN, 1995) a stabilit un sistem de nomenclatura si o serie de abrevieri Formula de baza cuprinde 3 itemuri, separate prin virgula: primul precizeaza numarul de cromosomi, al doilea constitutia (normala / anormala) a cromosomilor sexuali, iar al treilea (prezent în functie de situatie) anomaliile de numar sau structura ale autosomilor (reprezentate prin abrevierile din tabelul 2 5) Prezenta unui mozaic cromosomic este indicata printr-o diagonala (/) care separa cariotipurile liniilor celulare componente 46,XX sau 46,XY - cariotip normal feminin sau masculin; Monosomie X 45,X - 45 cromosomi, un singur cromosom X; Trisomie 47,XXY - 47 cromosomi cu doi X si cu un Y; Trisomie 47,XX,+21 - 47 cromosomi, la o persoana cu sex genetic feminin si un cromosom 21 suplimentar (trisomie 21); Mozaic 45,X/46,XX - mozaic cromosomic cu doua linii celulare una cu cromosomi si un singur X, alta normala; Tabel 2 5 Simboluri folosite în descrierea cariotipului (dupa ISCN, 1995) A-G Grupele cromosomice dup duplicatie 1-22 Numerele autosomilor dic dicentric X, Y Cromosomii sexuali fra situs fragil / mozaicism i isocromosom p brat scurt ins insertie q brat lung inv inversie pter capat brat scurt mat origine materna qter capat brat lung pat origine paterna cen centromer r cromosom inelar h heteromorfism t translocatie del deletie upd disomie uniparentala der rearanjament cromosomic sau cromosom derivat :: rupere cu reunire +/? înaintea numarului unui cromosom indica adaugarea / pierderea cromosomului întreg; dupa un numar cromosomic indica adaugrea / pierderea unei parti din cromosom Pentru a defini mai amplu o anomalie de structura cromosomica (un rearanjament) se poate folosi sistemul de numerotare al benzilor si precizarea punctelor de ruptura Exista doua forme de nomenclatura: una scurta - în care se precizeaza cromosomii implicati si punctele de ruptura; alta detaliata - care identifica punctele de ruptura si segmentele cromosomice de la un telomer la altul27 În practica medicala se foloseste mai ales sistemul scurt; cele mai frecvente anomalii de structura (prezentate în capitolul 8) sunt notate astfel: Anomalii de structura Deletie 46,XY,5p Deletie terminala 46,XY, del (5)p14 Deletie interstitiala 46,XX,del(5)(p14p15 2) Duplicatie 46,XX,dup(1)(q11?q32) Inversie 46,XX,inv(4)(p15q13) Insertie 46,XX,ins (6;12)(p21;q13q23) Isocromosom X de brat lung 46,Xi(Xq) Marker 47,XX,+mar Cromosom inelar 46,XX,r(18)(p11q22) Situs fragil 46,XY,fraX(q28) Translocatie reciproca echilibrata 46,XY,t(2;8)(p13;q12) Translocatie robertsoniana 45,XX,t(13;14)(q11;p11) Pentru a exemplifica sistemul detaliat (utilizat de specialisti) redam nomenclatura a doua anomalii de structura prezentate mai sus: 46,XX,inv(4)(p ter?q15::q13?p15:q13?qter) 46,XY,t(2;8)(2pter?2p13::8q12?8pter; 2qter ?2p13::8q12 ?8qter) 3 4 HETEROMORFISMUL CROMOSOMILOR Prin diferite tehnici de studiu s-au evidentiat variatii în morfologia cromosomilor omologi la un individ sau la persoane diferite (din familie sau populatia generala) Aceste variatii au fost numite (la Conferinta Paris, 1971) heteromorfism cromosomic28 iar cromosomul care se deosebeste morfologic de omologul sau este considerat a fi un cromosom marker Deoarece regiunile cromosomice heteomorfice sunt arii de heterocromatina, bogate în ADN repetitiv si inactiv genetic, marimea lor variabila este fara consecinte fenotipice ("variante normale") Unele studii releva totusi o frecventa mai mare a acestor variante heterocromatinice la clupurile cu avorturi spontane repetate sau în grupul persoanelor cu retard mintal; semnificatia acestui fenomen este necunoscuta S-au descris patru tipuri majore de heteromorfism cromosomic: * marimea cromosomului Yp (10% din barbatii normali au un Y mai lung sau mai scurt decât deobicei), * marimea heterocromatinei centromerice (benzi C) sau juxtacentromerice (mai ales la cromosomii 1,9,16), * polimorfismul satelitilor (în marime), * situsurile fragile induse de antifolati (peste 5% din populatie are 60 tipuri diferite de situsuri) Fiecare persoana poseda un heteomorfism particular (are cel putin un cromosom marker) cu aceiasi valoare ca si amprentele sale; deobicei markerul se transmite nemodificat de la parinte la copil (ca un caracter dominant), putând fi folosit uneori în determinarea paternitatii) Notiunea de gena, cu denumirea de "factor ereditar", a fost introdusa în biologie de catre Gregor Mendel (1865) El a formulat ipoteza potrivit careia "o pereche de factori ereditari determina un caracter si se transmite la urmasi independent de alti factori" Gena era considerata o unitate a ereditatii, transmisa de la parinti la descendenti, în cursul reproducerii La începutul secolului 20, prin contributia a numerosi geneticieni (Sutton, Boveri, s a ) si în special a lui Thomas Hunt Morgan, se fundamenteaza teoria cromosomica a ereditatii În acest cadru gena reprezinta un segment de cromosom care determina realizarea unui anumit caracter S-au pus astfel bazele conceptiei clasice despre gena; gena era considerata o unitate de structura, recombinare, functie si mutatie Descoperirea rolului genetic al ADN-lui inaugureaza era moderna a geneticii Gena devine un segment de ADN care detine informatia codificata pentru realizarea unei proteine (mai exact, pentru asezarea secventiala specifica a aminoacizilor în proteina), substratul biochimic al unui caracter Ulterior relatia "o gena - o proteina" devine "o gena - un produs primar specific" (proteina sau ARN) Dupa 1970, prin folosirea unor metode de analiza directa a ADN, s-a constatat ca structura si functia genelor sunt mult mai complexe si este dificil sa se dea genei o definitie spatiala, structurala si functionala foarte precisa În conceptia actuala se considera ca gena este un ansamblu de secvente ale ADN necesar pentru producerea unei molecule functionale (proteina sau ARN); mai concis, gena este o unitate de transcriptie A CONCEPTIA CLASICA DESPRE STRUCTURA GENEI 1 GENA - UNITATE DE STRUCTURA A MATERIALULUI GENETIC În conceptia clasica, gena reprezinta un segment de cromosom, precis delimitat, continuu (indivizibil), care determina un anumit caracter fenotipic (figura 3 1) a) Locus Gena ocupa în cromosom o pozitie fizica fixa, totdeauna aceeasi, numita locus29 (plural = loci) Acesta poate fi situat pe autosomi ("loci autosomali") sau pe cromosomii sexuali Cromosomii X si Y au gene implicate în procesul de sexualizare; cromosomul X are însa si numeroase gene care determina caractere "nesexuale", ca si locii situati pe autosomi, (de ex: grupa sanguina Xg, vederea colorata, sinteza factorilor VIII si IX ai coagularii etc ) Cromosomul Y are însa foarte putine gene "autosomale" b) Gene alele Polialelie Fiecare gena se gaseste în natura, la indivizii unei specii, într-o forma "standard", normala sau de tip "salbatic" Ea poate suferi o mutatie, care produce o forma alternativa a genei; aceasta varianta alternativa a genei ce ocupa acelasi locus si influenteaza acelasi caracter se numeste gena alela (figura 3 1) O gena (de ex: A) poate suferi însa mai multe mutatii diferite (ex: A1, A2, A3 An), cu efecte fenotipice variate dar limitate la acelasi caracter30; rezulta variante alelice diferite sau alele multiple iar fenomenul se numeste polialelie Un exemplu clasic îl reprezinta seria de gene alele A1, A2, B si 0 pentru locusul care determina grupul sanguin AB0 Conceptul de gene alele multiple sau polialelie trebuie înteles la nivel populational deoarece o anumita persoana din grup poseda în locusul respectiv numai una din genele alele care exista în populatie Deoarece în celulele somatice (diploide) cromosomii sunt în perechi de omologi, un caracter (monogenic) va fi determinat de o pereche de gene alele31 ce ocupa loci omologi (de ex , Dd pentru caracterul D; figura 3 1 ) Genele alele, situate în loci omologi, segrega în anafaza meiozei I, deoarece cromosomii omologi se separa (segrega) si gametii devin haploizi (având un singur cromosom din perechea de omologi) Gametii vor fi astfel "puri genetic", întrucât au o singura gena din perechea de alele Genele alele situate pe o pereche de cromosomi omologi (de ex , Dd) segrega independent de genele alele situate pe alta pereche (de ex , Mm), formându-se gameti cu combinatii genice diferite (figura 3 2 ) c) Homozigot, heterozigot, hemizigot Genele alele (normale-N sau anormale-A) ce ocupa loci omologi pot fi identice sau diferite În primul caz (gene alele identice) genotipul32 ca si organismul care le poseda este homozigot (NN sau AA) iar în al doilea caz (gene alele diferite) va fi heterozigot (NA) Frecvent, heterozigotii au o alela normala si una anormala, mutanta (NA); ei pot fi însa si heterozigoti compusi, cu doua alele mutante diferite (A1 A2) La barbatii XY, o gena "autosomala" de pe X nu are de obicei echivalent pe cromosomul Y; pentru aceasta situatie, diferita atât de homozigot cât si heterozigot, se foloseste termenul de hemizigot În cursul meiozei homozigotii vor produce un singur tip de gameti, deci sunt homogametici, iar heterozigotii vor fi heterogametici, producând prin segregarea genelor alele doua tipuri diferite de gameti (N si A sau D si d), fiecare în proportie de 50% (figura 3 1 ) d) Dominant, codominant si recesiv La heterozigoti, genele alele diferite se pot manifesta fenotipic diferit, în functie de "forta" lor de expresie Acest fenomen va fi analizat în detaliu ulterior dar, pentru moment, este util sa precizam câteva elemente importante Uneori, una din cele doua alele diferite este mai "puternica" si se manifesta fenotipic la heterozigoti Gena si caracterul care se manifesta la heterozigoti sunt numite dominante si se noteaza de obicei cu majuscule Gena care nu se manifesta fenotipic la heterozigoti si se exprima numai în stare homozigota se numeste recesiva si se noteaza de obicei cu litera mica; De exemplu, la persoanele cu genotip Na gena N este dominanta si fenotipul va fi normal; indivizii respectivi vor fi însa purtatori ai unei gene recesive a În acelasi context, persoanele An vor fi fenotipic anormale / bolnave, deoarece gena A este dominanta iar gena n, recesiva Genele recesive se exprima însa la homozigotii aa sau nn Alteori, ambele gene alele se manifesta fenotipic la heterozigoti si vor fi codominante De ex genele A si B din sistemul multialelic ce determina grupul sanguin ABO sunt dominante fata de gena O si codominante una fata de alta; genotipurile Ao, Bo si AB determina fenotipurile sau grupele sanguine A, B si respectiv AB 2 FENOMENELE DE ÎNLANTUIRE GENICA (LINKAGE) SI ÎNCRUCISARE CROMOSOMICA (CROSSING-OVER) Un cromosom este alcatuit din mai multe gene nealele, ce ocupa, fiecare, un locus distinct Ele sunt dispuse liniar în cromosomi, una dupa alta sau "în monom" (figura 3 1 ) Prezenta a doua sau mai multe gene distincte pe acelasi cromosom se numeste sintenie 2 1 ÎNLANTUIREA GENICA Genele situate pe acelasi cromosom au tendinta de a se transmite împreuna, "în bloc" (o data cu cromosomul respectiv), prin gameti, de la parinti la descendenti Acest fenomen în care genele nealele situate aproape una de alta pe acelasi cromosom nu segrega (nu se separa) în meioza si au tendinta de a se transmite mai frecvent împreuna în succesiunea generatiilor se numeste înlantuire genica ("linkage" în limba engleza) (figura 3 3 a ) Genele dintr-o regiune cromosomica care se transmit împreuna formeaza un grup de înlantuire sau un haplotip Un exemplu clasic îl reprezinta genele din regiunea HLA (~4Mb) situata pe bratul scurt al cromosomului 6, ce cuprinde (figura 3 3 c)genele HLA de clasa I (A, B ,C), genele HLA de clasa II (DR, DP, DQ), separate de genele HLA de clasa III(vezi capitolul 16) În afara genelor implicate în raspunsul imun în aceasta regiune se gasesc si alte gene "non-imune" care, prin mutatii, produc diferite boli: deficienta în 21-hidroxilaza sau sindromul adreno-genital, prin mutatia genei CYP21 si hemocromatoza, prin mutatia genei HFE; genele respective se transmit strâns înlantuit cu genele HLA din vecinatate: HLA B în primul caz si HLA A în al doilea caz Trebuie sa precizam ca fenomenul de înlantuire se refera la loci si nu la alele De ex sa presupunem ca locusul D pentru o boala genetica dominanta este înlantuit cu alt locus M (care ar putea fi un marker33 al locusului-boala/morbid); acesta prezinta doua forme alelice M si m În unele familii alela mutanta D va fi pe acelasi cromosom cu alela marker M (genotip DM) iar în alte familii cu alela marker m (genotip Dm); în fiecare caz gena D a locusului morbid si alela respectiva a locusului marker se vor transmite împreuna prin gameti de la parinti la descendenti (figura 3 3 b) Fenomenul de înlantuire genica nu este un fenomen absolut deoarece numai genele situate foarte aproape una de alta se transmit totdeauna împreuna, înlantuite (figurile 3 3 a si 3 4 a) În acest caz fenomenul de înlantuire este complet De ex: genele C, D, E ce determina grupul sanguin Rh, localizate pe cromosomul 1, se transmit totdeauna împreuna Pentru genele situate mai la distanta una de alta, pe acelasi cromosom, înlantuirea genica poate fi incompleta, ele putând fi separate prin crossing-over (figurile 3 3 b si 3 4b) 2 2 ÎNCRUCISAREA CROMOSOMICA (CROSSING-OVER) SI RECOMBINAREA GENICA OMOLOGA a) Mecanismul CO În profaza meiozei primare se produce o împerechere (sinapsa) riguroasa, "gena la gena", a cromosomilor omologi urmata de o "încrucisare" a cromatidelor acestor cromosomi numita si crossing-over (CO): la locul de contact (chiasma) cromosomii se pot "rupe" si efectua un schimb egal de gene (figura 3 4 b ); astfel o gena poate trece de pe un cromosom pe omologul sau si se produce o noua dispozitie /asezare a genelor parentale Acest fenomen a fost numit recombinare genica omologa Între doua gene nealele situate la distanta pe acelasi cromosom (figura 3 3 b si 3 4 b ) dupa schimbul reciproc de gene se produc, prin meioza, patru tipuri diferite de gameti, din care doua au genotipuri noi, recombinante Recombinarea genelor are loc numai daca cromatida sufera un numar nepereche de CO între cei doi loci b) Punere în evidenta a CO Evidentierea fenomenului de crossing-over între doua gene se poate face prin "încrucisarea" unui dublu heterozigot pentru acele gene si recesivul homozigot (figura 3 5) Teoretic ar trebui sa rezulte proportii egale de descendenti cu aceleasi genotipuri si fenotipuri ca si parintii În realitate, alaturi de combinatiile parentale apar si combinatii noi (recombinanti), datorita CO produs la dublul heterozigot La om fenomenul de CO si recombinare intracromosomica a fost evidentiat initial prin studiul transmiterii unor caractere determinate de mutatii recesive ale unor gene de pe cromosomul X În figura 3 6 , din casatoria unui barbat (I-1) care prezinta hemofilie (h) cu o femeie sanatoasa rezulta patru copii sanatosi si un baiat (II-6) cu protanopie (p) (absenta vederii colorate pentru rosu, sau daltonism) Acesta este hemizigot si unicul sau cromosom X cu alela mutanta (exprimata fenotipic), provine cert de la mama, care va fi astfel heterozigota (Pp) O sora sanatoasa (II-3) a bolnavului II-6 se casatoreste cu un barbat sanatos si are trei baieti afectati: hemofilie (III-1), protanopie (III-3), hemofilie si protanopie (III-4) precum si unul sanatos (III-2) Se poate conchide, fara dificultate, ca mama (II-3) celor patru baieti este dublu heterozigota (hP \ Hp) si datorita acestui lucru este usor de înteles nasterea celor doi baieti afectati de hemofilie (III-1) sau protanopie (III-3) În cazul celorlalti doi copii (III-2 si III-4) s-a produs un CO în meioza materna c) Caracteristicile CO Recombinarile genice intracromosomice, produse în meioza prin crossing-over (CO), sunt fenomene aleatorii si imprevizibile Ele asculta de o singura lege: probabilitatea;ca atare frecventa de producere a CO între doua gene/loci este direct proportionala cu distanta fizica dintre ele: sansele de recombinare sunt mai mici daca genele sunt mai apropiate si invers Gradul de apropiere între doua gene (loci) de pe acelasi cromosom se exprima printr-un procent de recombinare sau centiMorgan (abreviere cM): locii care sunt separati prin CO la 1% din gameti se afla la distanta de 1 cM Recombinarile genice între doi loci situati pe acelasi cromosom se pot observa numai prin studii familiale Explicatia este simpla: pentru a evidentia/demonstra o înlantuire sau o recombinare între doua gene de pe acelasi cromosom trebuie analizata comportarea lor în meioza si modul în care se transmit prin gameti la urmasi, deci la membrii unei familii Comparând structura genica a cromosomilor urmasilor cu cea a parintilor se poate aprecia frecventa de producere a recombinarilor între doua gene (loci), distanta dintre ele si pozitia lor în cromosomi Aceste lucruri sunt posibile numai când ambii loci ai celor doi cromosomi omologi parentali au alele diferite iar numarul de meioze (în care s-a produs recombinarea) este suficient de mare, adica familiile sunt mari si pot fi analizate pe cel putin trei generatii Mai recent, evidentierea fenomenului de recombinare genetica poate fi realizata si prin genotiparea unor spermatozoizi individuali proveniti de la acelasi individ Datorita fenomenului de încrucisare cromosomica între doua perechi de gene alele (de ex: D/d pentru un locus-boala si M/m pentru un locus-marker al genei patologice), situate pe acelasi cromosom în loci diferiti, pot exista doua posibilitati de dispunere denumite faze de înlantuire (figura 3 7): * alela a unui locus, de ex: D, se poate afla pe acelasi cromosom cu o alela anumita a celuilalt locus, de ex: M, situatie numita faza de cuplare sau cis; * cele doua alele D si M ale locilor respectivi se pot gasi fiecare pe cei doi cromosomi omologi, în faza de repulsie sau trans În exemplul dat, genele D si M pot fi în pozitie cis iar D si m în pozitie trans (genotipul se noteaza DM/dm) sau invers D si M în pozitie trans iar D si m în cis (genotip Dm/dM) În analizele de înlantuire pe care se bazeaza deseori diagnosticul genotipic al bolilor este important a se stabili faza de înlantuire între un locus-boala D si alelele M sau m ale unui locus-marker M sau mai precis daca alela D a locusului boala se gaseste pe acelasi cromosom fie cu alela M fie cu alela m a locusului marker Aceasta se poate realiza numai prin studii familiale urmarind cosegregarea (transmiterea împreuna) a doua gene nealele în generatii succesive, fara schimbarea fazei 2 3 DEZECHILIBRUL DE ÎNLANTUIRE SI ASOCIERILE a) Definitie Diferitele gene alele ale unor loci diferiti, situate pe acelasi cromosom în faza de cuplare (cis), pot forma combinatii sau haplotipuri variate De ex , în figura 3 7 genele alele D si d ale unui locus-boala si M si m ale unui locus-marker pot realiza haplotipurile: DM, dm, Dm si dM Deci locusul-boala D poate fi asociat, în familii diferite, fie cu alela-marker M, fie cu alela-marker m Frecventa teoretica cu care se gasesc anumite haplotipuri (DM sau Dm) într-o populatie se calculeaza prin produsul frecventelor individuale ale genelor alele ce-l alcatuiesc Daca se compara frecventa teoretica cu frecventa reala (determinata în populatia respectiva) se pot constata doua situatii: * frecventele reale ale haplotipurilor DM si Dm nu difera semnificativ fata de frecventa teoretica; se spune atunci ca genele ce alcatuiesc un haplotip se afla în echilibru de înlantuire Aceasta înseamna ca o gena alela a unui anumit locus (D) se poate asocia cu orice alela a unui alt locus (M sau m), de pe acelasi cromosom * frecventa reala în populatie a unui anumit haplotip (de ex , Dm) este mai mare decât frecventa teoretica; în acest caz se produce o asociere alelica preferentiala sau dezechilibrul de înlantuire (linkage): o anumita alela a unui anumit locus (D) se va asocia pe acelasi cromosom cu o anumita alela (m) a altui locus mai frecvent decât ar fi de asteptat pe baza de întâmplare b) Mecanism Dezechilibrul de înlantuire este o caracteristica populationala si nu familiala, ce depinde de distanta genetica dintre loci si vechimea mutatiei ("distanta" cronologica) Explicatia acestui fenomen este în esenta înlantuirea strânsa dintre alela boala D si alela m, care face dificila realizarea unui CO între ele; aceasta înlantuire poate fi explicata si prin faptul ca bolnavii au un stramos comun Un exemplu sugestiv este reprezentat de hemocromatoza idiopatica, cea mai frecventa boala recesiva la om (vezi caseta 3 1) în care se produce o acumulare excesiva de fier la bolnavii adulti; depozitele de fier din cord, ficat, pancreas, piele si sistemul endocrin produc o varietate de manifestari inclusiv insuficienta cardiaca, ciroza, deficienta de hormoni hipofizari, diabet "bronzat" (insuficienta pancreatica endocrina si pigmentarea pielii) Mai multe studii multicentrice au aratat ca 78% din pacientii cu hemocromatoza au si alela A3 a locusului HLA, în timp ce frecventa ei la persoanele sanatoase este de numai 27% Pe baza acestei înlantuiri genetice s-a localizat gena hemocromatozei (HFE) într-o regiune de cîtiva cM pe cromosomul 6p (figura 3 3 c); ulterior analiza dezechilibrului de înlantuire a "îngustat" regiunea cercetata la 250 Kb si a permis apoi identificarea genei HFE, în care o singura mutatie (ce intereseaza codonul 282, numita C282Y) se gaseste la 85% din bolnavi Aceasta s-a produs pe un cromsom ce avea alela HLA A3 Dezechilibrul de înlantuire reflecta un anumit fond comun de gene (genofond) al populatiei respective Interpretarea obisnuita a dezechilibrului de înlantuire este ca cei mai multi indivizi ce poarta gena mutanta (morbida) provin dintr-un stramos comun ("fondator") care a avut haplotipul cel mai des asociat cu alela mutanta (vezi si capitolul 7) Dezechilibrul de înlantuire ce include un locus boala bialelic (D si d) si un marker permite stabilirea vechimei mutatiei ce produce boala ("datarea" ei) precum si a faptului ca mutatia a survenit la un singur individ ("efect de fondator") sau independent, la mai multi indivizi, în arii geografice diferite ("origine multicentrica") Aceasta "paleo-antropo-genetica' poate fi demonstrata prin doua exemple: * drepanocitoza sau sicklemia are o vechime de 3000 de ani si origine multicentrica (trei focare distincte în Africa si unul în Asia); * deficitul în alfa-1-antitripsina dateaza de aproximativ 6000 de ani si are un singur "fondator", în Europa de Nord; acelasi lucru pare a fi valabil si pentru fibroza chistica (mucoviscidoza) CASETA 3 1 OMIM 234200; 602390 Hemocromatoza Definitie: hemocromatoza ereditara (HE) este o anomalie autosomal recesiva a metabolismului fierului, caracterizata prin absorbtia crescuta a fierului prin mucoasa gastrointestinala ce determina acumularea excesiva de fier în diferite organe ale adultilor Incidenta: Frecventa homozigotilor în populatia europeana este 1/200- 1/400, iar cea a heterozigotilor este 1/8 Prevalenta este mult mai scazuta la asiatici si africani Manifestari clinice: boala debuteaza la circa 40 de ani la barbati si 60 de ani la femeie (deoarece acumularile de fier sunt mai reduse datorita pierderilor menstruale) cu oboseala, dureri abdominale si articulare, letargie, pierdere ponderala, scaderea libidoului Depozitarea excesiva a fierului în ficat, inima, pancreas, piele si sistem endocrin determina o serie de simptome incluzând ciroza, insuficienta cardiaca congestiva sau aritmii, pigmentare cutanata, diabet zaharat, artrita si hipogonadism Patogenie: neelucidata complet Genetica: transmitere autosomal recesiva Gena pentru hemocromatoza ereditara (gena HFE) este localizata lânga locusul HLA, pe cromosomul 6p21 3, distal de gena A Majoritatea genelor mutante se asociaza cu alela HLA A3 ("dezechilibrul de înlantuire"), sugerând descendenta purtatorilor mutatiei dintr-un stramos comun Gena HFE a fost clonata în 1996 La 85% din cazuri s-a identificat o mutatie unica (o substitutie cisteina/ tirozina în codonul 282 Analiza acestei mutatii poate fi folosita ca test direct pentru detectarea bolii sau examinarea altor membri cu risc din familie Hetrozigotii (11% din populatie) au un avantaj selctiv deoarece 1/3 din populatie are anemie feripriva Diagnostic: se bazeaza pe datele clinice, biochimice, histologice si moleculare Pacientii nu au întotdeauna tablou complet Diagnosticul se bazeaza pe saturatia cu fier a transferinei serice si concentratia serica crescuta de feritina; este confirmat prin masurarea depozitelor hepatice de fier prin biopsia hepatica si/ sau testarea moleculara a mutatiilor în gena HFE Diagnostic diferential: trebuie avute în vedere alte încarcari excesive cu fier: anemia sideroblastica, porfiria cutanea tarda, atransferinemia congenitala, hemocromatoza neonatala si hemocromatoza juvenila; Diagnostic prenatal: teoretic posibi daca se cunoaste tipul mutatiei la parinti (heterozigoti) Ridica probleme etice pentru o boala cu manifestare tardiva si tratabila Prognostic: bun sub tratament Tratament: tratament simplu, ieftin, sigur si eficient ce consta în flebotomie (îndepartarea unei unitati de sânge ce contine 160-200 mg fier) periodica c) Asocierile genetice Fenomenul de înlantuire (care se refera la locii dintr-un cromosom) nu trebuie confundat cu asocierea care este o relatie statistica (pusa în evidenta în populatie) între un caracter (boala) si un marker genetic * De ex , spondilita anchilozanta - o boala inflamatorie cronica ce afecteaza ligamentele, discurile coloanei vertebrale si articulatia sacro-iliaca - se asociaza la 90% din bolnavi cu alela HLA B27 În populatia generala frecventa bolii este circa 1% iar frecventa alelei B27 de 5-10 %; deci multe persoane HLA B27 nu fac boala dar au un risc de 90 ori mai mare de a o dezvolta, comparativ cu cei care nu au aceasta alela Este important sa precizam ca factorii genetici si de mediu care produc aceasta afectiune nu sunt clari si ca asocierea populationala observata nu implica necesar o înlantuire genetica Deoarece spondilita anchilozanta este considerata o boala autoimuna, asocierea poate reflecta totusi, faptul ca sistemul HLA este un factor important în patogenia bolii * O alta asociere populationala a fost observata între diabetul zaharat insulino-dependent (tipul 1) si alelele HLA DR3 si HLA DR4 Deoarece în diabetul tip 1 autoimunitatea este un factor etiologic, se poate presupune ca alelele DR3/DR4 cresc susceptibilitatea la aceasta boala Se poate conchide ca asocierile populationale reflecta participarea semnificativa a unor factori genetici sau negenetici în etiologia unor boli Ele trebuie deosebite de înlantuirile genetice, care se refera la pozitia unor loci în cromosomi Dezechilibrul de înlantuire este un caz special de asociere în care exista o asociere neîntâmplatoare a unei alele specifice (de boala) cu un locus din vecinatate (marker) c) Valoare practica Asocierea alelica preferentiala se foloseste în diagnosticul genotipic prenatal sau diagnosticul presimptomatic al unei boli în familiile cu risc crescut Acest lucru este posibil atunci când se realizeaza asocierea preferentiala a genei pentru o boala cu o alela specifica a unui locus marker, strâns înlantuit cu locusul boala De ex , pe cromosomul 7 în apropierea genei CF pentru fibroza chistica sau mucoviscidoza (boala genetica frecventa în populatia europeana, 1: 3500 nn) se gasesc doi markeri genetici, XV-2c si KM-19, fiecare cu doua alele (figura 3 8 ) S-a stabilit ca marea majoritate (90%) a indivizilor ce poarta gena CF mutanta poseda deasemeni alelele 1 (XV-2c) si 2 (KM-19) ale celor doi markeri; acest haplotip (alela 1 - alela 2 - CF) se gaseste în populatie doar în 20% din cromosomii ce poarta alela CF normala (restul cromosomilor "normali" având alte haplotipuri) 2 4 IMPORTANTA TEORETICA SI PRACTICA A FENOMENELOR DE ÎNLANTUIRE GENICA S I ÎNCRUCISARE CROMOSOMICA a) Importanta teoretica * Cartografierea genomului uman Înlantuirea si recombinarea genica sunt utilizate, alaturi de alte metode, pentru localizarea genelor în cromosomi Fara a intra în detalii (vezi capitolul 3 D) vom preciza urmatoarele elemente utile în cartografierea genica: doua gene care se transmit strâns înlantuite la descendenti sunt localizate pe acelasi cromosom; frecventa de producere a crossing-overului între doua gene este direct proportionala cu distanta dintre ele; prin studii familiale, calculând frecventa de recombinare a genelor la descendenti, se poate stabili pozitia lor pe cromosomi * Întelegerea mecanismelor de producere a unor mutatii Uneori se poate produce în meioza o încrucisare cromosomica aberanta sau crossing-over inegal care poate genera mutatii genice sau anomalii de structura ale cromosomilor El rezulta printr-o împerechere imperfecta a unor secvente asemanatoare de pe cromosomii omologi; schimbul de segmente prin CO nu se face egal si pot rezulta deletii si duplicatii genice sau cromosomice (figura 3 9 ); acestea au deseori consecinte fenotipice negative Cel mai sugestiv exemplu pentru acest mecanism îl reprezinta tulburarile de vedere colorata (protanopia si protanomalia - pentru rosu si deuteranopia si deuteranomalia - pentru verde) (vezi caseta 3 2) * CO inegal a avut însa, foarte probabil, si un rol pozitiv în evolutie, generând duplicatia sau hiperduplicatia unor gene ancestrale Au rezultat mai multe "exemplare" ale genei initiale care, ulterior, au evoluat diferit; ele pastreaza însa o serie de caracteristici comune formând familii sau superfamilii de gene înrudite (vezi cap 3 B 3 2) Un exemplu sugestiv îl reprezinta genele ce determina diferite catene polipeptice (alfa, beta, gama, delta) din structura hemoglobinelor umane Ele au rezultat prin duplicatia succesiva a unei gene ancestrale (figura 3 10 ) CASETA 3 2 OMIM # 303800 / 303900 Defecte de vedere a culorilor rosu si verde Definitii: incapacitatea ereditara a perceperii culorii rosu se numeste protanopie (P) iar a culorii verde - deuteranopie (D); perceperea alterata a culorii rosu este numita protanomalie (PA) iara culorii verde - deuteranomalie (DA) Incidenta: 8% din barbatii caucazieni au un tip sau altul de defecte ale perceperii a culorilor rosu sau verde; frecventa lor la femei este mult mai mica, 1:150 Diagnostic: defectele vederii colorate si intensitatea lor se pot evidentia folosind o serie de planse colorate sau anomaloscopie Patogenie: vederea colorata normala este tricromatica fiind determinata de trei clase de celule cu conuri care au un pigment (opsina) ce reactioneaza la culorile primare: rosu, verde si albastru Absenta sau alterarea pigmentului vizual, produsa prin mutatia genelor corespunzatoare va determina diferite defecte ale vederii colorate: dicromatopsia - când nu se percepe una din culorile primare - sau, foarte rar, monocromatopsia - nu se percep doua din aceste culori Genetica: Defectele de vedere a culorilor rosu (P si PA) sau verde (D si DA) sunt transmise ereditar recesiv legat de X; acest fapt explica frecventa crescuta a acestor defecte la sexul msculin Genele pentru opsinele sensibile la culorile fundamentale au fost identificate si localizate: gena pentru albastru (BCP) - pe cromosomul 7 iar genele pentru rosu (RCP) si verde (GCP) pe Xq28, foarte aproape de gena pentru factorul VIII Genele pentru rosu si verde sunt situate pe cromosomul X una lânga alta, în tandem; în mod normal exista o gena pentru rosu si 1-3 copii identice pentru gena pentru verde Cele doua tipuri de gene au o secventa aproape identica (96% omologie) Pentru vederea colorata normala este necesara expresia unei singure gene pentru pigmentul rosu si a unei gene pentru cel verde Dispunerea în tandem si secventa lor foarte asemanatoare genereaza frecvent împerecheri eronate în meioza si producerea unui CO inegal, între gene, modificând numarul lor (în plus sau minus) sau chiar în gene, producând modificari în structura lor sau gene hibride Absenta genei pentru rosu sau verde va genera protanopie si respectiv deuteranopie iar hibrizii dintre cele doua tipuri de gene - tulburarile de perceptie de tipul PA si DA Prognostic: Indivizii afectati au dificultati dar se pot "adapta" usor la aceste situatii b) Importanta practica În practica medicala fenomenul de înlantuire genica este folosit pentru studiul transmiterii unei gene mutante într-o familie si, implicit, pentru diagnosticul de boala genetica, mai ales prenatal sau presimptomatic Diagnosticul se face indirect, prin analiza distributiei unei gene marker normala, usor de identificat, cu care gena mutanta este înlantuita De ex: gena pentru enzima 21 hidroxilaza (care intervine în steroidogeneza) este localizata pe cromosomul 6p si se transmite strâns înlantuita cu gena B a complexului HLA (figura 3 3 c) * Mutatia genei 21-hidroxilaza determina, în stare homozigota (aa), un deficit enzimatic care perturba steroidogeneza suprarenaliana (figura 3 11 a ); se produce un exces de androgeni ce determina la embrionul feminin un grad de masculinizare a organelor genitale externe sau sindromul adreno-genital (boala autosomal recesiva) (vezi caseta 3 3) Transmiterea genei mutante pentru 21-hidroxilaza într-o familie si diagnosticul bolii se pot stabili prin analiza prezentei genei marker HLA-B, cu care gena mutanta este strâns înlantuita * În familia A (figura 3 11 b) s-a nascut un copil (II-3) cu sindrom adrenogenital; la o noua sarcina (II-4) parintii solicita un sfat genetic pentru evaluarea riscului de recurenta a bolii si, eventual, un diagnostic prenatal Solutie: copilul bolnav (aa) mosteneste câte o gena mutanta (a) de la fiecare din parinti (sanatosi dar heterozigoti, Na); aceste gene sunt înlantuite cu alela HLA B14 la tata si HLA B5 la mama Determinarea grupelor HLA la copii, releva ca: primul copil sanatos B1/B5 este heterozigot (Na); la al doilea B14/B5 se deceleaza, surprinzator (poate si pentru ca era baiat), o forma asimptomatica a bolii; în schimb fatul (III-4) are genotipul HLA B1/B7 si deci va fi sanatos (NN) Valoarea diagnostica a înlantuirilor genice dintre un locus boala si unul marker a început sa fie larg utilizata dupa 1980 prin folosirea markerilor ADN polimorfici CASETA 3 3 OMIM 201910 Deficienta în 21-hidroxilaza Definitie: deficienta în 21-hidroxilaza produce la fatul feminin grade diferite de virilizare a organelor genitale externe; este cea mai frecventa forma de pseudohermafroditism feminin; se mai numeste sindrom adreno-genital sau hiperplazie congenitala de suprarenala Incidenta: 1:8000- 1:25 000 nou nascuti Manifestari clinice Afectiunea este evidenta la nou nascutii de sex feminin, care prezinta o ambiguitate a organelor genitale externe (hipertrofie clitoris); circa 1/3 din astfel de cazuri nu vor avea alte manifestari (aceasta este forma cu virilizare simpla) Ceilalti vor prezenta, în a doua saptamâna de viata, varsaturi, deshidratare/ hipovolemie si stare de soc, fatala fara tratament patogenic (forma cu pierdere de sare) A treia forma clinica de prezentare este virilizarea cu debut tardiv care apare în copilarie sau adolescenta Boala se poate manifesta si la baieti; ei vor avea OGE normale dar ar putea prezenta o precocitate sexuala Patogenie 21-hidroxilaza intervine în steroidogeneza suprarenaliana, în sinteza de aldosteron si cortizol (figura 3 11 a) Deficienta enzimei blocheaza formarea celor doi hormoni si determina o hiperproductie de androgeni; aceasta începe dupa luna III-a de gestatie si produce masculinizarea variabila a OGE la fatul de sex feminin (cu XX si ovare) De aceea boala mai este numita sindromul adrenogenital, fiind o forma de pseudohermafroditism feminin Absenta completa a aldosteronului produce "pierderea de sare" Absenta cortizolului va determina o secretie crescuta si continua de ACTH care va duce la hiperplazia congenitala de cortico-suprarenala34 Genetica Boala se transmite autosomal recesiv Rezulta prin mutatiile35 genei CYP21B pentru citocromul P450 implicat în steroid-21-hidroxilare Gena este situata pe 6p în regiunea HLA III, în vecinatatea genei HLA B , cu care se transmite strâns înlantuita Mutatiile prezinta o asociere alelica preferentiala cu haplotipul HLA A11, B55, DR4 Heterozigotii, purtatori sanatosi de gena anormala, pot fi identificati prin analiza ADN; interesant de semnalat este faptul ca ei au un avantaj selectiv, fiind rezistenti la infectiile cu Haemophilus influenzae tip B Cele trei forme clinice sunt produse de mutatii diferite, cu un nivel rezidual de activitate enzimatica diferit Diagnostic OGE au grade diferite de virilizare, gonadele nu se palpeaza în labioacrot, OGI feminine, sex genetic feminin, niveluri crescute ale 17-cetosteroizilor urinari, 17-alfa-hidroxiprogesteronului si ACTH (care se normalizeaza sub tratament) Diagnostic prenatal Este posibil fie prin analiza ADN în celulele vilozitatilor coriale, fie prin determinarea 17-alfa-hidroxiprogesteronului în lichidul amniotic Un diagnostic pozitiv va duce la administrarea materna a unui preparat cortizolic care va preveni/reduce virilizarea OGE a fatului Scrrening neonatal este posibil prin dozarea 17-alfa-hidroxiprogesteronului Prognosticul vital este bun; pacientii vor fi sanatosi si fertili daca se face un diagnostic precoce si un tratament adecvat Tratament Pacientii primesc toata viata terapie substitutiva cu cortizol si mineralocorticoizi; chirurgie plastica pentru corectia ambiguitatii sexuale B CONCEPTIA ACTUALA DESPRE STRUCTURA GENEI Conceptia actuala despre structura si functia genei se bazeaza în esenta pe rolul genetic al ADN-lui Gena a fost definita ca un ansamblu liniar de secvente nucleotidice necesar pentru a produce un polipeptid sau o molecula de ARN functional; acest complex include secvente transcrise (codante si necodante) precum si secvente de reglare ale transcriptiei În cea mai succinta definitie gena este o unitate de transcriptie Numai o mica parte din ADN nuclear este transcrisa, formând cele aproximativ 35 000 de gene ale genomului uman In functie de produsul functional pe care îl codifica si de ARN polimeraza care realizeaza transcriptia, genele se clasifica în: * gene ribosomale (gene de clasa I), transcrise de ARN polimeraza I , ce codifica precursorul de 45 S al moleculelor de ARNr de 28 S, 18 S si 5,8 S; * gene ce codifica proteine (gene de clasa II), transcrise de ARN polimeraza II; * gene ce codifica ARN de transfer (ARN t) si alte molecule mici de ARN, transcrise de ARN polimeraza III Majoritatea genelor umane au o structura discontinua (alcatuita din secvente codante si secvente necodante) pentru descoperirea careia Richard ROBERTS si Philip SHARP au primit premiul Nobel (în 1993) 1 ANATOMIA UNEI GENE CARE CODIFICA O PROTEINA Genele care codifica proteine prezinta o parte centrala, transcrisa (copiata) în ARN mesager precursor, numita si "cadrul de lectura36" al informatiei genetice deoarece contine mesajul codificat pentru sinteza proteinei, flancata de doua parti laterale, netranscrise, cu rolul de a regla expresia genei (figura 3 12 ) În descrierea acestor regiuni ne vom referi la catena 5'-3' a ADN sau catena sens 1 1 REGIUNEA CENTRALA (cadrul de lectura) A GENEI Regiunea centrala a genei este transcrisa integral în ARN mesager precursor prin actiunea ARN polimerazei II Aceasta regiune este alcatuita din alternanta regulata a doua tipuri distincte de secvente: exoni si introni, prezente sau nu în versiunea finala a ARNm matur, ce va parasi nucleul Regiunea centrala a genei începe cu situsul de initiere (start) al transcriptiei Care este numit, prescurtat, SIT sau INR (de la initiator sequence) Dupa S I T urmeaza o regiune necodanta (transcrisa dar netranslata) de câteva sute de nucleotide si numita 5'UTR (de la untranslated region); ea contine o secventa consensus (prezenta la toate genele)5'-CCAGCCATG-3', care pare sa joace un rol important dar înca nedefinit în reglarea translatiei Cert este ca aceasta secventa contine si codonul initiator ATG, care semnaleaza locul de debut al translatiei (va corespunde primului aminoacid în polipeptid) Urmeaza exonul 1 Exonii sunt secvente transcrise în ARN mesager precursor si pastrate în ARNm matur (denumirea lor se bazeaza pe faptul ca sunt secvente ce se exprima si parasesc - exit - nucleul Ei sunt regiunile functionale din structura genei, care deobicei codifica anumite parti structurale si/sau functionale distincte ale proteinei, numite domenii Numarul exonilor variaza de la o gena la alta (între 2 si mai mult de 50) precum si la diferite organisme Este util de precizat ca nu este obligatoriu ca exonii sa fie întotdeauna parti codante/translate ale genei; în unele gene unii exoni nu sunt translati desi sunt prezenti în ARNm matur (de ex , exonul 1 în gena pentru insulina) Recent s-a constatat un alt lucru surprinzator: gene diferite pot avea unul sau mai multi exoni identici, în consecinta diferite proteine complexe, neînrudite, pot avea unele domenii identice Spre exemplu, gena pentru receptorul LDL (lipoproteine cu densitate joasa) are exoni ce produc în structura receptorului domenii proteice regasite în multe alte proteine Explicatia acestui fenomen nu este clara dar unii autori sustin ca în evolutie s-ar fi putut asambla gene noi din exonii unor gene preexistente Intronii - numiti si "Intervening Sequences" sau IVS (intercalante pentru ca se interpun între exoni) - sunt secvente necodante, transcrise initial în ARNm precursor (transcript primar) dar decupate precis si îndepartate ulterior din ARNm matur37, ce va fi alcatuit prin asamblarea exonilor Numarul intronilor este cu unul mai mic decât cel al exonilor iar lungimea lor este variabila, neconcordanta cu a exonilor, deobicei mult mai mare Important de precizat este faptul ca aproape toti intronii încep întotdeauna cu dinucleotidele 5' GT si sfârsesc cu AG 3'; o minoritate a intronilor sunt delimitati de secventele dinucleotidice AT la capatul 5', respectiv AC la capatul 3' Aceste perechi de nucleotide au rolul unor semnale (balize) pentru decuparea precisa si corecta a intronilor Rolul intronilor nu este înca bine cunoscut Cert este ca numarul si marimea lor variaza la diferite gene, fiind cel mai adesea mult mai mari în dimensiuni decât exonii pe care ii separa Rolul lor cel mai important este acela de a asigura posibilitatea matisarii alternative, care este o sursa majora de sporire a diversitatii proteinelor (o gena poate astfel conduce la sinteza mai multor proteine, vezi in capitolul 4 B 2) Uneori, surprinzator si inexplicabil, ei pot lipsi în unele gene (precum genele pentru histone, angiotensina, receptori beta adrenergici, ADN mitocondrial) iar alteori unii introni (din genele pentru NF1, factor VIII, s a ) pot contine gene transcrise (în directie opusa) fara nici-o legatura cu gena în care se gasesc De asemeni, la nivelul intronilor se pot gasi sevente cu rol reglator în functia genei, precum insulele CpG la nivelul genelor amprentate (vezi capitolul 4 B 2) Dupa ultimul exon din zona centrala transcrisa a genei exista o secventa 3'UTR necodanta (transcrisa dar netranslata) Ea începe cu unul din codonii stop (TAA, TAG, TGA) ce reprezinta semnalul de oprire a translatiei sau sintezei proteinei Secventa 3'UTR are spre capatul 3' un hexanucleotid (AATAAA) ce reprezinta situsul de terminare al transcriptiei; la 15-30 nucleotide în aval de acest situs se produce clivarea (desprinderea) moleculei de ARN sintetizate de pe catena matrita a ADN Acest punct se mai numeste situsul de poliadenilare, pentru ca în acest loc, la produsul de transcriptie (ARNm) se adauga un segment de circa 200 nucleotide cu adenozina (poliadenilare), ce au rol în stabilitatea moleculei de ARNm si transportul ei din nucleu în citoplasma 1 2 REGIUNILE LATERALE SAU SECVENTELE DE REGLARE A GENEI Cadrul de lectura al oricarei gene este flancat de doua regiuni laterale, netranscrise, care au rolul de a semnaliza initierea transcriptiei de catre ARN polimeraza si de a regla intensitatea ei; mutatii în aceste regiuni nu modifica structura de aminoacizi a proteinei codificate de gena ci numai nivelul ei de expresie (rata sintezei) De exemplu, mutatii în regiunea reglatoare 5' a genei pentru beta-globina reduc sinteza catenelor beta la adult, producând boala denumita beta-talasemie si/sau cresterea expresiei catenelor gama în afectiunea denumita persistenta ereditara a hemoglobinei fetale a) Regiunea laterala 5' Aceasta regiune, situata în amonte de cadrul de lectura al genei, reprezinta locul unde se fixeaza ARN polimeraza si serveste la initierea transcriptiei; ea este numita generic promotor si contine mai multe elemente sau module (cis-activatoare) cu o secventa nucleotidica scurta si precis definita Pe aceste secvente se fixeaza niste proteine reglatoare (trans-activatoare) numite factori de transcriptie (TF II38) care au rolul sa fixeze si pozitioneze ARN polimeraza II - astfel ca transcriptia sa înceapa exact la SIT, cu primul nucleotid (+1) - precum si de a activa enzima Trebuie precizat ca ARN polimeraza nu poate recunoaste direct promototul si nu poate initia singura transcriptia Este nevoie de o interactiune complexa între enzima, elementele cis-activatoare ale promotorului genei si proteinele trans-reglatoare (TF II), care se vor fixa la promotor (vezi capitolul 4 B 2) Promotorul eucariotelor superioare este divizat în trei regiuni, cu structura ("module")si functii diferite (figura 3 13) (1) Miezul promotorului contine elemente care initiaza transcriptia, formând complexul transcriptional bazal, împreuna cu ARN polimeraza si factorii de transcriptie generali (În special TF II D si B) Aceste elemente, relativ identice la majoritatea genele care codifica proteine, sunt: * TATA box (secventa TATAAA situata la circa 25 pb în amonte de SIT ) este locul la care ARN polimeraza II se fixeaza la ADN (prin intermediul TF II D) Aceasta secventa este importanta în demararea precisa (în punctul de start) a transcriptiei, asigurând expresia genei la un nivel bazal; mutatia secventei TATA nu împiedica initierea transcriptiei dar produce o deplasare a punctului de start, fata de normal TATA box este prezenta la majoritatea genelor specifice de tesut (ex , beta-globina); la genele comune ("housekeeping genes") - functionale în toate tesuturile - secventa TATA este înlocuita de secventa GC (sau insule CpG) datorita concentratiei mari de dinucleotide 5'-CG- 3' * Elementul BRE (de la TFIIB Recognition Element), situata imediat în amonte de TATA, reprezinta locul de fixare a factorului de transcriptie TF IIB * Elementul DPE (de la Downstream Promotor Element) situat dupa SIT (la +30) (2) Regiunea promotor proximala (de la -200 la -50) contine elemente care moduleaza transcriptia bazala * CAAT box (secventa GGCCAAT) este situata în amonte de caseta TATA (la circa 75 pb de SIT) si fixeaza alti TF (CTF si CBF) care moduleaza transcriptia bazala, initiata de secventa TATA * GC box (secevnta GGGCGG) sunt situate adesea la circa 90 p b în amonte fata de SIT si leaga factorul de transcriptie SP1, care moduleaza de asemeni transcriptia bazala (3) Regiunea promotor distala contine o serie de secvente ADN care, dupa fixarea anumitor factori de transcriptie, produc activarea masiva a transcriptiei sau blocarea ei; ele determina astfel specificitatea tisulara si specificitatea stadiului de dezvoltare în care are loc expresia unor gene, în anumite tesuturi * Elemente care determina expresia specifica a anumitor gene (de ex , elemente octamerice - OCT), limitata fie la un anumit tip celular fie la un anumit stadiu de dezvoltare ontogenetica Aceasta actiune este realizata de factori de transcriptie specific tisulari, care se fixeaza pe anumite secvente situate în regiunea 5' a genei De ex ,expresia specifica a numitor gene în celulele eritroide este semnalata de secventa TGACTCAG sau AGATAA care sunt recunoscute de TF specific-eritroid NF-E2 sau GATA, initiind transcriptia unui set de gene în eritroblast * Elemente de raspuns (RE) moduleaza transcriptia unor gene în functie de anumite semnale extracelulare ("expresie genica indusa") Aceste semnale pot fi stimuli externi (molecule nutritive, concentratia unor ioni, temperatura, soc) sau semnale de comunicare de la alte celule (hormoni, morfogeni) - care activeaza anumiti FT ce se fixeaza pe elementele de raspuns le anumitor gene si determina transcriptia lor temporara Ex , elementele de raspuns la receptorii hormonali nucleari sau CRE - elementul de raspuns la cAMP (mesagerul secund prin care actioneaza diferiti hormoni si alte molecule semnalizatoare) * Activatorii ("enhancers") sunt elemente de reglare pozitiva care cresc nivelul bazal al transcriptiei, initiata de promotor39 Functia lor nu depinde de localizare (pot fi plasati si în regiunea 3') sau orientare, fiind determinata de mai ales de fixarea unor factori de transcriptie specifici anumitor tesuturi (stimuleaza activitatea unor gene specifice, de ex cele pentru imunoglobuline) * Inhibitorii ("silencers") reduc nivelul transcriptiei si uneori represeaza functia unor gene * Actiunea activatorilor si inhibitorilor lor este limitata la o anumita gena de catre niste secvente "izolatoare" ("insulators") care blocheaza raspândirea efectului unor "agenti" ce intensifica sau atenueaza transcriptia b) Regiunea laterala 3' Orice gena se termina în regiunea 3' cu o secventa netranscrisa, care flancheaza "cadrul de lectura a genei" sau zona ei centrala Aceasta secventa este imprecis delimitata si cunoscuta dar existenta ei certa îi confera teoretic un rol structural sau functional În aceasta regiune se gasesc secvente semnal care afecteaza procesarea, stabilitatea si durata de viata a ARNm Se mai stie ca la unele gene (ex gena beta-globinei) în aceasta regiune 3' a genei se pot gasi secvente reglatoare de tip activator (enhancer) * * * Înainte de a încheia prezentarea "anatomiei" unei gene ce codifica o proteina vom preciza ca structura descrisa reprezinta o structura "tip" sau "cadru", cu variatii individuale la diferite gene Astfel, tipurile de module (elemente) ce au foat identificate la promotorii a numeroase si diferite gene sunt în numar limitat; acest fapt este în contradictie cu numarul mare de gene si reglarea lor foarte fina, în raport cu programul dezvoltarii sau conditiile externe Dar promotorii se organizeaza dupa principiul "amestecarii si armonizarii" (mix and match), fiecarea poate avea mai multe copii ale unui modul în cadrul unui domeniu reglator si mai ales o combinatie proprie de module, fapt ce îi confera o identitate structurala si functionala Semalam existenta unor gene umane cu secvente codante fara introni (de ex : genele pentru histone, genele pentru receptori hormonali sau diferiti neuro-transmitatori si altele) si de asemeni existenta (rara în genomul uman) a unor gene partial suprapuse (ce folosesc cadre de citire diferite, fiecare pe o catena distincta a ADN; ex unele di n genele HLA de clasa III) si chiar de gene incluse sau "gene în gene" (ex gena pentru neurofibromatoza tip I sau gena pentru factorul VIII al coagularii contin în anumiti introni alte gene mai mici, transcrise de pe catena opusa celei folosita de gena de baza 2 GENE COMUNE SI GENE SPECIFICE Genele ce codifica proteine se clasifica în gene comune, ce se exprima în toate celulele si gene specifice a caror expresie se face în anumite tipuri celulare si/sau în anumite momente specifice 2 1 GENE COMUNE Un grup restrâns de gene codifica proteine comune, ubicuitare, indispensabile functiilor celulare De ex : sinteza proteica, producerea de energie, metabolismele intermediare Firesc, ele se exprima în toate celulele si se numesc gene comune / ubicuitare sau "gene domestice (menajere)" (de la housekeeping genes, în terminologia engleza) Caracteristici: * reprezinta circa 1/5 din numarul total de gene la om si peste 90% din genele exprimate în orice tip celular; * se afla în majoritatea lor în regiunile de ADN relativ bogate în GC, deci în benzile cromosomice alcatuite din eucromatina (benzile R); * promotorul este alcatuit din una sau mai multe secvente de tip GC box, situsuri la care se fixeaza un factor special de initiere a transcriptiei (Sp 1); * transcriptia lor este de obicei continua (permanenta), dar la un nivel scazut; * contin în regiunea 5' (dar si în alte zone) numeroase repetitii ale dubletului 5'-CG-3' (hipometilat sau nonmetilat, contrar regulii generale); ele alcatuiesc "insule HTF " sau insule CG (insule - în sensul de grupari; HTF de la "Hpa Tiny Fragments", deoarece situsurile CGCG pot fi recunoscute si clivate de enzima de restrictie Hpa II) 2 2 GENE SPECIFICE Circa 4/5 din genele umane au o expresie limitata spatial sau temporal Limitarea spatiala înseamna exprimarea specifica în anumite tesuturi (ex , neuronal, muscular etc), în anumite linii celulare (ex , celulele derivate din creasta neurala), în anumite tipuri celulare (ex , celule eritroide) si chiar celule individuale (ex,limfocitele B, neuronii olfactivi) Acest proces implica interventia unor mecanisme particulare de reglare a expresiei genice si sta la baza diferentierii sau specializarii celulare Limitarea temporala se refera la expresia unor gene în anumite stadii (momente specifice) ale dezvoltarii, diferentierii sau ciclului celular 3 GENE UNICE SI FAMILII DE GENE 3 1 GENE UNICE SAU CVASIUNICE PSEUDOGENE Marea majoritate a genelor sunt reprezentate de gene unice (mai exact doua copii alelice prezente în genomul diploid) al caror plan structural coincide cu cel descris anterior (secventa CAAT poate însa lipsi) Unele gene au fost însa duplicate în cursul evolutiei: uneori cele doua copii sunt cvasiidentice si pot fi folosite aleatoriu în transcriptie, când una când alta (ex genele ?1 si ?2 pentru alfa-globina); alteori, cele doua copii au suferit mici modificari care nu le altereaza functia, iar expresia lor individuala se face fie în diferite perioade de ontogeneza (ex , genele pentru catenele de globina ?, ?, ? si ?), fie în tesuturi /organe diferite (ex genele pentru amilaza salivara sau pancreatica) sau compartimente celulare diferite (genele pentru isozimele citoplasmatice si mitocondriale diferite enzime) Unele copii produse prin duplicatia genelor40 sunt defective si, de obicei, nefunctionale; daca ele cuprind întreaga structura a genei se numesc pseudogene (se noteaza cu litera greceasca psi- ?) iar daca sunt alcatuite numai dintr-o parte a genei se numesc gene trunchiate sau fragmente de gena De ex , gena NF1 (neurofibromatoza tip I), situata pe 17q11 2 are cel putin 11 pseudogene sau fragmente de gena localizate în regiunile pericentromerice a sapte cromosomi diferiti; gena PKD1 (ce produce ADPKD sau boala polichistica renala a adultului) situata pe 16p13 3 are în imediata ei vecinatate trei copii trunchiate a circa 70% din gena normala Probabil singura pseudogena functionala este gena ? pentru globina (din familia ? globinei; figura 3 14 a): ea codifica un polipeptid care însa nu este încorporat într-o molecula functionala de hemoglobina 3 2 FAMILII SI SUPERFAMILII DE GENE În genomul uman exista numeroase gene functionale care prezinta un grad mai mare sau mai mic de secvente similare Genele cu structuri asemanatoare alcatuiesc familii de gene În functie de gradul de înrudire al secventelor pe care le au membrii familiei se pot deosebi mai multe tipuri a) Familii "clasice" de gene Genele ce alcatuiesc o astfel familie au o structura cvasiidentica (de ex , familia genelor pentru histone si cea a genelor ARNr) sau foarte asemanatoare (ex , familia alfa sau beta globinei)(vezi figura 3 14 si caseta 3 3) si de aceea se considera ca foarte probabil au o origine comuna, ele rezultând prin duplicatia succesiva a unei gene ancestrale (figura 3 10) Desi copiile au evoluat apoi independent si divergent, fiecare continua sa produca proteine relativ asemanatoare, structural si functional Unele gene din familie pot sa nu functioneze, formând pseudogene Elementele ce compun o familie de gene pot fi uneori dispersate în genom (de ex familia genelor pentru colagen, actina, miozina s a ); alteori, ele sunt grupate ("clusters"), foarte aproape una de alta, într-o anumita regiune a unui cromosom (de ex familiile genelor globinei, a hormonului de crestere, s a ) sau în mai multi cromosomi (de ex , familiile genelor pentru histone, genelor pentru receptorii olfactivi) CASETA 3 4 Familiile alfa si beta globinei Genele hemoglobinei, sunt repartizate în doua familii, situate pe cromosomi diferiti: familia alfa-globinei si familia beta globinei (figura 3 14 a ) Toate genele au aceeasi structura fiind alcatuite din 3 exoni si 2 introni si deriva probabil prin duplicatii succesive dintr-o gena ancestrala (figura 3 10) Familia genelor alfa-globinei - este situata la capatul distal al bratului scurt al cromosomului 16 (locus HBA din 16p13); este alcatuita din patru gene functionale: zeta (?), alfa 2 (?2), alfa 1 (?1) si teta (?) - care produc fiecare un polipeptid de 141 aminoacizi Familia alfa globinei contine de asemenea 3 pseudogene (?), nefunctionale Ordinea genelor în familia ? - globinei (descrise în directia 5' ? 3') este urmatoarea: ?- ??- ??2 - ??1 - ?2 - ?? - ? Gena zeta (?) se exprima numai în perioada embrionara (figura 3 14); genele alfa 2 si alfa 1 încep sa se exprime în perioada fetala si ramân active toata viata (produc proteine identice si contribuie în mod egal la sinteza catenei alfa-globinei); gena teta este o pseudogena functionala dar produsul sau proteic nu a fost înca identificat în conditii fiziologice Familia genelor beta-globinei - se afla la extremitatea distala a bratului scurt al cromosomului 11 (locus HBB din 11p15); contine cinci gene functionale: epsilon (?), gama (?)-G, gama (?)-A, delta (?) si beta (?), care codifica fiecare un peptid de 147 aminoacizi Exista o singura pseudogena Ordinea genelor ce alcatuiesc familia beta-globinei este urmatoarea: ? ? G? ? A? ? ?? ? ? ? ? Gena epsilon este activa în perioada embrionara (formând hemoglobinele embrionare: Hb Gower 1 - ???? si Hb Gower 2 - ????); genele gama se exprima în perioada fetala (formând Hb fetala Hb-????) dar imediat dupa nastere transcriptia lor diminua brutal fiind înlocuita de sinteza lanturilor beta si producerea de Hb A (????); în aceeasi perioada începe sa functioneze si gena delta care va participa la sinteza Hb A2 (?2?2) dar expresia sa este slaba (Hb A2 = 2%) Se remarca faptul ca genele globinei se exprima în diferite perioade ontogenetice în ordinea 5'?3' în care se gasesc pe cromosom (figura 3 14 b) b) Familii de gene ce codifica produse cu domenii mari identice ("conservate") În acest grup sunt incluse familiile care codifica factori de transcriptie (ex , familiile genelor HOX, PAX, SOX, POU etc, ce intervin în embriogeneza); ele au în comun o secventa ce codifica un domeniu/motiv identic al proteinei, cu care aceasta se fixeaza pe ADN genei tinta (de ex domeniul homeobox pentru genele HOX) c) Familii de gene ce codifica produse cu un motiv scurt de aminoacizi identici În acest caz membrii familiei au o structura diferita exceptând o secventa scurta, identica, de aminoacizi care va determina o functie asemanatoare (ex , familia ankirinei implicata în interactiuni proteina-proteina) d) Superfamilii de gene O gena ancestrala poate forma printr-un fenomen de hiperduplicatie, produs precoce în evolutie, un numar mare de copii genice care, evoluând divergent, vor prezenta structuri si functii diferite Totusi, ele vor mai pastra un "motiv" structural identic si vor interveni în procese corelate Cel mai cunoscut si mai frumos exemplu îl reprezinta superfamilia genelor imunitatii care include genele pentru imunoglobuline, genele pentru receptorii limfocitelor T, genele complexului major de histocompatibilitate (HLA), dar si alte gene implicate în recunoasterea celulara în sistemul nervos (genele pentru molecule de adeziune celulara sau pentru glicoproteinele asociate cu mielina) Toate aceste gene conserva structura tertiara a unitatii de baza (figura 3 15) Un alt exemplu de superfamilie îl reprezinta genele ce codifica receptorii nucleari pentru hormoni 4 ELEMENTELE GENETICE MOBILE Genele nu au întotdeauna o pozitie fixa în genom Unele secvente de ADN sunt capabile sa îsi schimbe localizarea în genom, fara sa apara însa niciodata în forma libera si individualizata în celula Deplasarea unor secvente de ADN dintr-o pozitie în alta a fost numita transpozitie iar secventele respective elemente genetice mobile, elemente transpozabile sau transposoni Transposonii au fost identificati initial la porumb (Barbara Mc Clintock, Premiul Nobel, 1983) si ulterior la numeroase specii de procariote si eucariote, plante si animale; desi mai putin frecventi la mamifere, existenta lor a fost recunoscuta inclusiv la om, putând fi uneori o sursa de mutatii În prezent, elementele transpozabile prezente la om se împart în doua categorii, în functie de mecanismul transpozitiei: transposoni si retrotransposoni (1) Transposonii sunt secvente de ADN copiate prin transpozitie mediata de ADN; transposonii sunt rari la om (mai cunoscut este transposonul Mariner) Structura transposonului include si genele ce codifica enzimele (transpoaza, rezolvaza) necesare insertiei sale în genom; Mecanismul transpozitiei implica sectionarea catenelor ADN la locul tintei (prin actiunea transpoazei), pozitionarea în aceasta bresa a unei copii ADN (deobicei incomplete) a transposonului (realizata prin replicare) si sudarea capetelor (cu ajutorul rezolvazei) (2) Retrotransposonii si alte secvente înrudite, la care transpozitia este realizata prin intermediul ARN; alcatuiesc marea majoritate a elementelor transpozabile cunoscute la om Mecanismul retrotranspozitiei: transcriptul primar ARN al unor secvente de ADN este convertit - sub actiunea transcriptazei inverse - într-o forma de ADN complementar care este reinserat înapoi într-un alt situs din ADN cromosomic Structura elementelor retrotranspozabile, care sufera transpozitia mediata de ARN, este variata: unii au origine virala, poseda gena pentru transcriptaza inversa si sunt capabili de transpozitie independenta; în aceasta categorie se includ retrotransposonii (de ex , familia LINE-1) si retrovirusurile endogene, care seamana cu retrovirusurile dar au o structura modificata ce îi face incapabili sa infecteze noi celule (ex , familia HERV/RTLV); altii au origine nonvirala, nu produc transcriptaza inversa si sufera retrotranspozitia folosind revers transcriptaza codificata de alte elemente; în aceasta grupa se includ retropseudogenele de tipul familiei Alu IHGSC a stabilit recent (2001) ca în schita secventei genomului uman circa 45% din secventele repetitive sunt derivate din elemente genetice mobile, în special retrotransposoni La mamifere si om, elementele transposabile sunt de patru feluri: LINEs (long intersperersed elements, de circa 6kb; reprezentati în special de familia L1), SINEs (short interspersed elements, circa 100-400 pb; reprezentati în special prin familia Alu), retrotransposoni LTR (elemente asemanatoare retrovirusurilor) si transposoni ADN "fosili" (asemanatori cu transposonii bacterieni) Primele trei categorii transpozeaza prin intermediul unei copii de ARN, deci sunt retrotransposoni Transposonii au fost implicati în diferite procese: * modificarea structurii si functiei unei gene în care se insera un transposon; acesta aduce fie o "informatie" anormala, fie o secventa-control nepotrivita; au fost descrise cazuri de hemofilie A produse prin insertia unei secvente LINE 1 într-un exon al genei si cazuri de neurofibromatoza produse prin insertia unei secvente Alu în gena * transferul unor exoni sau chiar a unor copii de gene ce pot fi eventual procesate daca sunt inserate lânga un promotor; de ex , s-au descris copii autosomale ale unor gene situate pe cromosomul X ; * realizarea unor "puncte fragile" în cromosomi, la locul de insertie; ruperea cromosomilor în aceste puncte si rearanjarile ulterioare ale materialului genetic pot juca un rol în evolutie Existenta elementelor genetice mobile, care înca nu si-au dezvaluit toate secretele, dovedeste ca genomul are o anumita plasticitate Fenomenul nu se limiteaza numai la aceste elemente deoarece rearanjamentele ADN se întâlnesc si în functionarea genelor imunoglobulinelor C METODE DE CLONARE SI ANALIZA A GENELOR (TEHNOLOGIA ADN RECOMBINANT) Pâna în 1970 genele erau entitati materiale inaccesibile analizei directe din cauza dimensiunilor foarte mici si imposibilitatii obtinerii unei cantitati suficiente de material pentru studiu În acel an s-au descoperit enzimele de restrictie, veritabile "bisturie" genetice, cu ajutorul carora a devenit posibila sectionarea ADN si izolarea genelor Aproape concomitent s-au introdus alte noi tehnologii de studiu ale ADN, care au facut posibila combinarea moleculelor de ADN de la diferite specii (ADN recombinant) precum si clonarea genelor Termenul de ADN recombinant se refera la combinatiile noi de ADN obtinute între anumite secvente de ADN uman (sau de la alte organisme) si molecule de ADN bacterian (sau de la alte specii), capabile sa se replice indefinit (formând clone moleculare) sau sa exprime, într-o celula gazda, informatia genetica pe care o contin Tehnicile de ADN recombinant au inaugurat "era ingineriei moleculare" care schimba statutul geneticienilor, transformîndu-i din observatori în "manipulatori" de gene În numai doua decenii, s-au obtinut rezultate extraordinare în descifrarea structurii si functiei genelor si aplicarea noilor cunostinte în medicina (pentru depistarea, diagnosticul si tratamentul bolilor), industria farmaceutica (obtinerea de proteine terapeutice si noi vaccinuri), agricultura si zootehnie (utilizarea unor biotehnologii în ameliorarea plantelor si animalelor) Se poate afirma fara nici o rezerva ca tehnologia ADN recombinant a produs o noua si importanta revolutie în biologie si medicina, comparabila cu descoperirea microscopului, care a deschis era medicinii moleculare Tehnicile ADN recombinant se pot grupa în doua mari categorii: * clonarea ADN sau amplificarea selectiva a unei gene / secvente de ADN, bazata în esenta pe multiple runde de replicare a ADN, care vor produce un numar mare de copii ale fragmentului respectiv; clonarea poate fi celulara, in vivo, când se foloseste mecanismul natural al replicarii ADN sau acelulara, in vitro, bazata pe reactia de polimerizare în lant (PCR) * analiza ADN sau detectia specifica a unei secvente de ADN sau ARN, bazata pe hibridizarea moleculara (prin complementaritate) a unei sonde marcate de acid nucleic, cu secventa respectiva 1 CLONAREA ADN ÎN CELULE Clonarea ADN in vivo utilizeaza mecanismul natural de replicare al ADN în celule si implica patru etape majore (figura 3 16): * formarea ADN recombinant, prin atasarea in vitro a fragmentelor de ADN uman la "un vector sau replicon " capabil de replicare independenta; * transformarea: moleculele de ADN recombinant sunt transferate în celule gazda în care vectorul recombinant se replica independent de cromosomul celulei gazda; * amplificarea sau producerea de clone celulare multiple * izolarea clonelor de ADN recombinant prin oprirea culturilor si izolarea selectiva a ADN recombinant 1 1 OBTINEREA UNOR GENE/ FRAGMENTE DE ADN Pentru obtinerea unor fragmente de ADN în vederea amplificarii si analizei ulterioare, se pot folosi trei metode: sectionarea ADN genomic, cu ajutorul enzimelor de restrictie; formarea unei copii de ADN complementara unei molecule de ARN mesager extras din citoplasma, utilizându-se transcriptaza inversa; sinteza artificiala (chimica) prin polimerizarea nucleotidelor dupa o secventa prestabilita, cu ajutorul ADN polimerazei a) Sectionarea ADN cu enzime de restrictie Enzimele de rectrictie41 sunt mijloace naturale de aparare ale unor bacterii contra infectiilor cu virusuri; bacteriile reusesc sa limiteze (în engleza, "to restrict") cresterea virusului infectant, printr-un proces în care ADN fagic este selectiv recunoscut si degradat enzimatic, în timp ce ADN bacterian ramâne protejat de aceasta actiune distructiva42 Enzimele de restrictie nu sectioneaza ADN la întâmplare ci au un grad înalt de specificitate: ele "scaneaza" ADN si se opresc atunci când recunosc o secventa nucleotidica specifica, numita situs de recunoastere si clivare sau situs de restrictie Situsul de restrictie este alcatuit de obicei din 4-6 perechi de baze (rar mai mult de 8 sau mai multe), dispuse în palindrom deci inversate (o catena are secventa inversa a celeilalte catene; ambele catene "citite" în sensul 5'? 3' au însa aceiasi secventa) (tabel 3 1 ) Situsurile de restrictie sunt localizate de regula în regiunile intergenice necodante; rareori pot fi si intragenice, gasindu-se deobicei în introni Tabel 3 1 Exemple de enzime de restrictie si situsuri de recunoastere si clivare (adaptat dupa Gelherter si Collins, 1998) ENZIMA DE RESTRICTIE* SURSA SITUS DE RESTRICTIE Alu I Arthrobacter luteus 5'AG?CT3' 3'TC?GA5' Bam H I Bacilus amyloliquefaciens H G?GATCC CCTAG?G Eco R I Escherichia Coli RY 13 G?AATTC CTTAA?G Hae III Haemophilus aegipticus GG?CC CC?GG Not I Nocardia otitis GC?CGGCCGC CGGCCGG?CG Taq I Thermus aquaticus T?CGA AGC? T * Nomenclatura: prima litera=genul bacteriei; a doua litera si eventual a treia=specia; a treia litera=susa; o cifra = numarul de ordine Enzimele de restrictie sectioneaza ambele catene ale moleculei de ADN la sau lânga situsul de restrictie; ele sunt endonucleaze deoarece hidrolizeaza legaturile fosfodiester dintre nucleotide, totdeauna spre interiorul moleculei Se cunosc câteva sute de enzime de restrictie, deosebite prin sursa bacteriana din care provin si secventele nucleotidice pe care le recunosc si cliveaza în ADN Dupa modul în care sectioneaza ADN în situsul de recunoastere enzimele de restrictie sunt de doua feluri (tabelul 3 1): unele enzime (de ex Eco RI) realizeaza sectiuni asimetrice (decalate) ale catenelor si produc fragmente care au capetele "proeminente", cu o prelungire de 4 baze pe una din catene; aceste capete se mai numesc "adezive (coezive)" deoarece au tendinta sa se asocieze unul cu altul sau la o alta extremitate ce poseda o secventa complementara (figura 3 16); alte enzime (de ex Hae III) taie simetric (la acelasi nivel) ambele catene si produc capete "drepte"; ele nu se pot asocia spontan, ca în primul caz, ci numai sub actiunea unor ADN ligaze Exista de asemeni enzime a caror activitate este inhibata de prezentta metilarii ADN (precum HpaII sau NotI), sau dimpotriva, care sunt capabile sa sectioneze la nivelul situsului de restrictie numai atunci când ADN-ul este metilat Clivarea moleculei de ADN cu o anumita enzima de restrictie "fragmenteaza" ADN într-un numar definit, caracteristic si reproductibil de fragmente, care reflecta localizarea si frecventa situsurilor specifice de clivare sau harta de restrictie Situsurile de restrictie sunt dispuse la distante variate iar fragmentele produse prin sectionare sunt inegale; pe aceasta baza, ele pot fi usor separate prin electroforeza În acest context este util de subliniat un ultim aspect privind situsurile de resctrictie Diferite mutatii pot modifica situsul de restrictie (care nu va mai fi cunoscut de enzima) sau pot crea situsuri noi De aceea clivarea ADN cu aceiasi enzima de restrictie va produce la persoane diferite din populatie fragmente de ADN cu lungimi diferite Se realizeaza un amplu fenomen de "polimorfism al lungimii fragmentelor de restrictie" (RFLP), care poate fi folosit ca un marker genetic pretios în diagnosticul unor boli genetice (vezi capitolul 9 B 2) În afara acestor particularitati trebuie sa precizam un lucru important: o anumita enzima de restrictie produce capete adezive indentice atunci când sectioneaza molecule de ADN diferite (figura 3 16) Datorita acestei caracteristici doua fragmente de ADN cu origini diferite dar produse de aceiasi enzima de restrictie se pot uni pe baza de complementaritate producând o molecula hibrida de ADN recombinant43 Enzimele de restrictie au devenit instrumentul de baza al ingineriei genetice, "bisturiul" cu care se fac toate "operatiile moleculare" asupra ADN: corectii, amputatii si mai ales "transplante" de gene b) Obtinerea de ADN complementar O alta metoda de a obtine gene foloseste ca material de lucru ARN mesager, produsul (transcriptul) primar al genei, extras din citoplasma unei celule care îl sintetizeaza din abundenta (de ex , ARNm pentru beta-globina izolat din hematii tinere) Molecula monocatenara de ARN mesager serveste ca matrita pentru sinteza unei catene de ADN complementar (ADNc) realizata de enzima transcriptaza inversa Pe baza primei catene de ADN se sintetizeaza si cea de a doua catena; astfel se obtine o molecula ADNc bicatenar care va corespunde genei (mai exact exonilor din gena) care în celula a produs (prin transcriptie) ARNm ce a servit ca matrita pentru ADNc În acest mod s-a sintetizat pentru prima data gena pentru beta globina c) Sinteza "artificiala" (chimica) a unor fragmente de ADN Metoda se bazeaza pe polimerizarea deoxiribonucleotidelor ce alcatuiesc o catena de ADN, într-o ordine prestabilita/determinata anterior Ea se deduce pe baza secventei de aminoacizi a proteinei codificata de gena, cu ajutorul codului genetic, care stabileste pentru fiecare aminoacid codonul (trinucleotidul) corespunzator Alteori, secventa de nucleotide a genei ce va fi sintetizata se stabileste prin alte metode Aceasta tehnica se foloseste mai des pentru obtinerea unor oligonucleotide corespunzatoare unei parti din gena, utilizate fie ca sonde fie ca amorse, în alte tehnici de analiza moleculara 1 2 CONSTRUCTIA MOLECULELOR DE ADN RECOMBINANT Dupa obtinerea unor fragmente de ADN uman analiza sau utilizarea genelor necesita multiplicarea fragmentului într-o cantitate suficienta Pentru aceasta, genele se insera într-un replicon sau vector si cu ajutorul lui sunt introduse într-o celula gazda (bacterii, levuri etc), unde vor fi multiplicate Deoarece vectorii pot forma prin replicare un numar mare de copii per celula si întrucât gazdele pot fi crescute indefinit în laborator se pot obtine mari cantitati din secventa de ADN inserata (gena) Unirea a doua fragmente de ADN de origini diferite produce o molecula de ADN recombinant Pentru aceasta, moleculele de ADN din cele doua surse sunt sectionate cu aceiasi enzima de restrictie; se produc capete complementare identice care fiind coezive se pot uni pe baza de complementaritate si produce o molecula hibrida de ADN recombinant (figura 3 16) Legaturile sunt stabilizate cu ajutorul unei ADN ligaze Talia fragmentului exogen inserat depinde de tipul de vector a) Vectorii Un vector este o molecula naturala de ADN utilizata pentru transportul secventelor de ADN exogen într-o celula gazda El trebuie sa fie capabil sa se replice activ si independent de genomul gazdei (de aceea se mai numeste si replicon), din care apoi va fi izolat în forma pura Vectorul care include un fragment de ADN exogen se numeste vector recombinant iar procesul de încorporare a plasmidelor recombinante în celulele gazda este numit transformare În tehnicile de clonare se utilizeaza frecvent patru tipuri principale de vectori, deosebiti prin marimea fragmentelor de ADN exogen pe care-l pot insera: plasmide, bacteriofagi, cosmide, cromosomi artificiali (tabelul 3 2 ) Tabel 3 2 Exemple de vectori folositi frecvent în clonarea moleculara (dupa Thompson si Thompson, 2001) Vectori Gazde Tip ADN clonat Marimea fragmentului inserat Plasmide bacterii, levuri genomic, ADNc pâna la 10 kb Bacteriofagi Lambda bacterii genomic, ADNc pâna la 20 kb Cosmide bacterii genomic pâna la 50 kb Cromosomi "artificiali" BACs si YACs levuri genomic între 100-1000 kb (1) Plasmidele - se gasesc natural în bacterii, carora le confera rezistenta la diferite antibiotice si metale grele Ele sunt alcatuite dintr-o molecula mica (de circa 2-5 Kb) de ADN bicatenar circular extracromosomial, care se replica complet independent de cromosomul bacterian Prezinta un situs de initiere a replicarii (origine) si unul sau mai multi markeri de selectie (de obicei gene care confera rezistenta la antibiotice) Au un situs unic de restrictie (situat într-o gena de"selectie") unde poate fi inserat un fragment de ADN exogen (de la circa 1 Kb, pâna la maximum 10kb) rezultând un plasmid recombinant (2) Bacteriofagii (sau pe scurt fagii) sunt virusuri care infecteaza si distrug bacteriile Ei poseda un sistem de penetrare a bacteriei în care îsi introduc ADN; se se replica autonom, rapid si intens (circa un milion de copii) Multiplicarea fagului în bacterie44 se traduce dupa un timp, prin liza ei În tehnicile de ADN recombinant se folosesc în special fagii lambda (?) ce ataca E coli ADN fagic bicatenar si linear (figura 3 17), de aproximativ 45 Kb, este "împachetat" în capsula virusului El poseda doua extremitati coezive /adezive, numite cos (care permit circularizarea ADN fagic patruns în bacterie) si un "fragment intern", neesential pentru replicare, care poate fi decupat si înlocuit cu o molecula de ADN exogen (10-20 Kb), formând fagi recombinanti (figura 3 17) Pe culturi de geloza fagii recombinati se recunosc prin plaje de liza, pe un "covor" bacterian (3) Cosmidele sunt vectori artificiali constituiti dintr-un plasmid clasic la care s-au adaugat secventele cos ale fagului lambda, secvente care permit împachetarea unor segmente de ADN exogen mai lungi decât în fagi (figura 3 26) Cosmidele functioneaza initial ca niste fagi si dupa infectia bacteriei acesti pseudofagi se recircularizeaza si se replica ca un plasmid, dar mult mai lent, fiind si mult mai mari Avantajul cosmidelor este ca permit insertia si clonarea unor fragmente foarte lungi de ADN (pâna la 50 Kb) (4) "Cromosomii artificiali bacterieni (BACs)" deriva din plasmidul de fertilitate din E Coli si este capabil sa încorporeze fragmente de ADN pâna la 300 kb (5) " Cromosomii artificiali de levuri (YACs de la yeast artificial chromosomes) sunt plasmide care poseda centromerul si telomerele originale, elementele necesare replicarii si segregarii mitotice a cromosomilor în cele doua celule fiice de Saccharomyces cereviseae (drojdia folosita în brutarii) În rest cromatidele YAC vor fi alcatuite din ADN exogen (figura 3 18) Dupa "fabricare" cromosomii artificiali sunt introdusi în levuri si se comporta ca si cromosomii normali YAC poate încorpora fragmente foarte mari de ADN (pâna la 1000 Kb) si permite replicarea ADN de eucariote cu secvente repetitive de ADN Totusi multe gene umane au marimi de 2-3 Mb si în aceste cazuri analiza lor cu vectorii conventionali necesita clonarea unor fragmente suprapuse de gena, din care sa se reconstituie ulterior secevnta originala si integrala a genei45 (6) Alti vectori În afara celor patru tipuri principale de vectori de clonare, în cazuri speciale, se folosesc si alte tipuri de vectori Vectorii "naveta", destinati a fi utilizati si la procariote si la eucariote Ei pot introduce o secventa de ADN în celulele eucariote (transfectie), care ulterior va fi recuperata prin clonaj într-o bacterie, în scopul studieii modificarile pe care le-a suferit în celula eucariota "Vectori de expresie" Unii vectori sunt prelucrati într-un mod particular adaugându-li-se, în vecinatatea situsului de insertie a ADN exogen, semnalele necesare transcriptiei Acesti vectori pot functiona în bacterii sau drojdii determinând sinteza proteinei corespunzatoare genei pe care o contin "Vectorii virali" pentru celulele eucariote sunt retrovirusurile, adenovirusurile, virusul SV 40 si virusurile de tip Herpes Sunt folositi în experiente de introducere (încorporare) a ADN în celule eucariote numite generic transfectie 1 3 TRANSFORMAREA Moleculele de ADN recombinant sunt transferate (încorporate) în celule gazda (deobicei bacterii nepatogene modificate46,) în care vectorii recombinanti se vor multiplica independent (autonom) de cromosomul bacterian, formând mai multe exemplare identice Introducerea unui vector într-o celula bacteriana se numeste transformare Procedura de insertie este specifica fiecarui tip de vector (de ex în cazul plasmidelor membrana bacteriilor va fi tratata special47 iar în cazul fagilor, ADN recombinant va fi mai întâi "împachetat" în capsula virala) Trebuie subliniat ca o celula gazda competenta fixeaza numai o singura molecula de ADN recombinant; fiecare celula transformata va forma o clona specifica (figura 3 16) 1 4 AMPLIFICAREA Bacteriile transformate sunt supuse multiplicarii În cazul clonarii cu vectori plasmidici celulele bacteriene sunt însamântate pe suprafata unei placi cu agar, unde cresc si formeaza colonii sau clone (populatii de celule identice, descendente dintr-o singura celula) distincte Apoi, coloniile sunt prelevate si cultivate individual într-un flacon cu mediu lichid, unde se produce o noua expansiune a numarului de celule (figura 3 16) Daca celula initiala continea un vector recombinant atunci - prin multiplicarea lui precum si a celulelor ce-l contin - se realizeaza o amplificare enorma a fragmentului de ADN atasat vectorului 1 5 IZOLAREA CLONELOR DE ADN RECOMBINANT Celulele care au încorporat vectorul recombinant se vor selecta datorita unor caractere fenotipice particulare Astfel, cresterea bacteriilor pe un mediu cu ampicilina selecteaza acele celule care contin copii ale plasmidului (cu gena de rezistenta la ampicilina inserata) ce confera bacteriei rezistenta la acest antibiotic (figura 3 16) Se formeaza o colonie de bacterii cu ADN recombinant La fel, proliferarea fagilor într-o bacterie se traduce prin liza sa: pe culturi în geloza, recombinantii nu se evidentiaza prin clone ci prin plaje de liza, pe un "fond" de bacterii normale Prezenta ADN recombinant în structura vectorului este adeseori identificata pe baza inactivarii insertionale a unei gene Un astfel de sistem este acela al beta-galactozidazei Situsul de insertie este situat în interiorul acestei gene din structura vectorului Prezenta ADN recombinant va determina inactivarea acestei gene si, ca urmare, va aboli capacitatea celulelor bacteriene transformate de a transforma Xgal într-o substanta albastra Exista si alte metode de screening si selectie a clonelor de ADN Dupa selectie, celule sunt procesate pentru a se extrage si purifica clona de ADN recombinant Aceasta procedura se va face pentru fiecare colonie bacteriana ce contine un anumit fragment de ADN genomic Rezulta o colectie sau o banca (biblioteca) de clone de ADN ("DNA libraries") din populatia initiala de fragmente de ADN 1 6 CONSTRUCTIA BANCILOR SAU BIBLIOTECILOR DE GENE Dupa punerea la punct a metodelor de clonare moleculara a devenit necesara crearea unei colectii de clone de ADN recombinant, care sa contina toate secventele provenite dintr-o anumita sursa: ADN genomic (nuclear) (figurile 3 16, 3 17 si 3 18) sau ADN complementar (ADNc)(figura 3 19) O astfel de colectie se numeste biblioteca (banca) de gene, deoarece o anumita gena sau fragment de ADN poate fi obtinuta pentru a fi studiata sau folosita asemenea unei carti într-o biblioteca Identificarea clonei cu gena dorita, din ansamblul clonelor din biblioteca sau banca de gene, se face cu ajutorul unor tehnici sensibile de identificare (screening sau criblaj) a) Biblioteci (banci) genomice Dupa extragerea ADN dintr-o celula somatica (care contine de fapt informatia genetica cuprinsa în genomul individului) se realizeaza fragmentarea prin digestia sa incompleta cu ajutorul unei anumite enzime de restrictie, care produce fragmente de o anumita marime Aceste fragmente sunt inserate separat într-un vector tip bacteriofag lambda (figura 3 17) sau în plasmide (mai rar în cosmide sau YAC) (figura 3 18) Se obtine o banca cu sute de mii de vectori recombinanti ce contin fragmente diferite de ADN uman O astfel de colectie va cuprinde tot ADN din genomul uman Una din primele banci genomice, folosita si astazi de sute de laboratoare, a fost creata în 1978 de Maniatis Pentru a usura procesul de identificare a unei anumite gene s-au construit recent colectii de clone ce corespund numai unui anumit cromosom uman (izolat printr-o tehnica speciala de triere) sau chiar a unei regiuni sau benzi cromosomice b) Biblioteci (banci) de ADN complementar (ADNc) Banca de ADNc cuprinde copiile de ADNc ce corespund tuturor moleculelor de ARN mesager dintr-o anumita celula Constructia unei banci de ADNc se face în mai multe etape (figura 3 19) Mai întâi se obtine ARN total din celula si apoi se separa ARNm de celelalte tipuri de ARN Cu ajutorul transcriptazei inverse se produc copii de ADNc corespunzatoare fiecarui tip de ARNm Acestea se insera în vectori de tip bacteriofag lambda si astfel se obtine o banca de ADNc Bancile de ADNc sunt folosite mai frecvent decât cele de ADN genomic deoarece clonele obtinute corespund numai secventelor codante ale genei (fara introni), deci sunt mult mai scurte În plus se pot identifica mai usor genele care se exprima preferential sau exclusiv în celule specializate (ficat, muschi, reticulocite) sau în diferite perioade ale dezvoltarii ontogenetice (embrion, fat, adult) c) Identificarea unei clone Pentru identificarea unei anumite clone ce contine ADN recombinant dorit dintr-o banca de ADN s-au utilizat diferite metode; în prezent, sunt folosite doar doua tehnici: trierea cu oligonucletidele de sinteza si trierea cu anticorpi - Trierea cu oligonucleotide de sinteza utilizeaza o secventa nucleotidica scurta, sintetizata pe baza secventei de aminoacizi a unei parti (15-20 aminoacizi) dintr-o anumita proteina, folosind corespondentele aminoacizi ? codoni stabilite de codul genetic Secventa oligonucleotidica sintetizata va corespunde unei parti din gena cercetata Ea va fi marcata radioactiv cu 32 P si apoi hibridizata cu clonele ce alcatuiesc banca de ADN Sonda se va fixa si identifica o anumita clona, ce contine gena care codifica proteina respectiva - Trierea cu anticorpi evidentiaza proteina codificata de gena cercetata, care se exprima in vitro (într-un sistem adecvat) Complexul antigen-anticorp se va forma numai în celulele ce contin clona cu gena respectiva; el va fi identificat prin evidentierea anticorpului (prin tehnici speciale) 2 CLONAREA ACELULARA A ADN (METODA PCR) În anul 1985, în analiza genotipica s-a produs o noua mini-revolutie metodologica prin introducerea tehnicii "polymerase chain reaction" (PCR) (Mullis si Smith; Pr Nobel, 1993) Cu aceasta metoda se poate amplifica selectiv o secventa scurta de ADN sau ARN, a carei structura nucleotidica este partial cunoscuta Amplificarea este considerabila (de miliarde de ori) si rapida (în câteva ore), permitând obtinerea unei cantitati suficiente de material genetic necesar pentru analiza Amplificarea selectiva in vitro a unui fragment de ADN cu secventa cunoscuta se realizeaza pe baza principiului extensiei unei amorse ("primer sau amplimer") Tehnica foloseste doua oligonucleotide de sinteza care reproduc o secventa de 15-25 nucleotide situate la capatul 3' a celor doua catene ale segmentului de ADN (figura 3 20); ele sunt numite amorse deoarece declanseaza sinteza ADN, dupa "matrita" fragmentului ADN initial (de amplificat); reactia necesita, evident, prezenta ADN-polimerazei Într-un prim timp, segmentul de ADN ce trebuie amplificat este denaturat termic (la 95oC), obtinându-se un amestec de fragmente monocatenare Apoi, în al doilea timp, se produce (la 50-60oC) pozitionarea si hibridarea amorselor la secventele complementare (situate în pozitia 3') de pe fiecare catena Dupa aceea, în a treia etapa are loc polimerizarea nucleotidelor sub actiunea unei ADN-polimeraze termostabila48(la 72oC) si fiecare amorsa este alungita (extinsa) în sensul 5' ? 3', formându-se o secventa complementara catenei copiate (matrita) (figura 3 20) La fiecare circa 3-10 minute rezulta o noua dublare a secventei initiale de ADN PCR este o reactie în lant deoarece catenele de ADN nou sintetizate vor actiona ca matrite pentru sinteza ADN în ciclurile urmatoare de denaturare termica, hibridizare amorselor si polimerizare (extensia amorselor sau sinteza enzimatica ADN); se produce astfel o amplificare exponentiala a cantitatii de ADN: dupa N cicluri se obtin teoretic 2N exemplare din segmentul initial de ADN Dupa 30 de cicluri, fara sa fie necesara adaugarea de amorse sau enzima proaspata, acest segment este amplificat de circa un miliard de ori Prin aceasta "clonare acelulara" plecând de la o cantitate infima de ADN (chiar de la o singura celula) se poate obtine, prin PCR, o cantitate suficienta de ADN-tinta, care poate fi vizualizata prin fluorescenta în UV (dupa colorare cu bromura de etidium) si /sau analizata direct Avantajele clonarii acelulare a ADN prin PCR sunt determinate în primul rând de simplitatea sa (nu necesita nici o alta manipulare, în afara variatiilor termice necesare diferitelor etape ale reactiei, si deaceea se preteaza la automatizare, folosind un termociclor); în al doilea rând, PCR este o metoda rapida, sensibila, eficace si ieftina Dezavantajele majore ale PCR sunt necesitatea unor informatii prealabile despre secventa capetelor terminale ale ADN tinta (pentru a fabrica oligonucleotide specifice), marimea mica (0 1-5 kb în tehnicile uzuale de PCR) si cantitea limitata de produs, precum si infidelitatea replicarii ADN (frecventa relativ crescuta a erorilor de împerechere, care depinde de precizia ADN-polimerazei si de existenta sau nu a capacitatii de corectie a erorilor) Metoda PCR a fost aplicata cu succes la studiul diverselor tipuri de secvente de ADN: genomic, mitocondrial, exogen (în special viral), precum si la molecule de ARNm, dupa ce în prealabil s-a obtinut cu ajutorul transcriptazei inverse o molecula de ADN complementar unui mesager (RT-PCR sau reverse transcripase PCR) Tehnica PCR a revolutionat atât analiza genetica, cât si diagnosticul molecular al bolilor genetice, prin detectia directa a mutatiilor sau diagnosticul indirect prin polimorfismul RFLP sau al markerilor minisatelitici In acest scop s-au elaborat numeroase variante ale PCR 3 METODE DE ANALIZA A ACIZILOR NUCLEICI Analiza relatiei fundamentale dintre genotip si fenotip s-a bazat multa vreme pe analiza fenotipica, deci pe studiul manifestarilor genei sau explorarea produselor sale de expresie Recent a devenit posibila analiza genotipica prin explorarea directa a ADN Desi prezinta numeroase dificultati, analiza genotipica are o valoare teoretica si practica deosebita În planul cercetarilor fundamentale analiza genotipica permite: * studiul structurii genei; * stabilirea hartii complete a genomului uman; elucidarea mecanismelor de expresie genica si în special a modalitatilor de reglaj, cheia unor procese biologice fundamentale: diferentierea celulara, morfogeneza, senescenta, functia sistemului nervos sau a sistemului imun În medicina practica analiza genotipica este folosita pentru: * studiul patologiei moleculare produsa de mutatiile ADN, indiferent daca este vorba de o patologie ereditara (boli genetice) sau somatica (cancere); * diagnosticul genotipic prenatal sau presimptomatic al unor boli chiar si atunci când gena si efectele ei nu sunt cunoscute sau nu sunt evidente; * recunoasterea unei infectii virale latente Pentru a identifica si studia o gena dintr-o colectie (biblioteca/banca) de fragmente de ADN clonate sau pentru a pune diagnosticul molecular al unei boli la o anumita persoana este necesara o sonda genotipica adecvata care sa permita fie recunoasterea directa a genei fie a unor markeri genotipici (secvente necodante) situati în vecinatatea genei Aceasta recunoastere se bazeaza pe principiul hibridizarii moleculare a acizilor nucleici 3 1 HIBRIDIZAREA MOLECULARA A ACIZILOR NUCLEICI Hibridizarea moleculara se bazeaza pe capacitatea unor molecule monocatenare de acid nucleic de a forma, pe baza de complementaritate, molecule bicatenare Tehnicile standard folosesc o sonda monocatenara de acid nucleic (cu o structura cunoscuta), pentru a identifica o secventa similara într-un amestec complex si heterogen de molecule de acid nucleic "tinta" (de obicei imobilizat pe un suport solid) Daca tinta este o molecula de ADN dublu-catenara atunci catenele trebuie mai întâi separate (prin încalzire sau tratament alcalin) În conditii adecvate, sonda genotipica (vezi caseta 3 5) se fixeaza specific si stabil pe secventa sa complementara din tinta Pentru a identifica si izola hibridul molecular sonda este marcata cu un trasor radioactiv sau cu un compus fluorescent Aceasta va permite detectarea secventei / genei ce poseda o secventa ADN omologa sondei folosite Fragment ADN: T T A T A C G G T C A T C G T C G C A T G C T A G ? ? ? ? ? ? ? ? ? A T*G C CA*G T A Sonda oligonucleotidica marcata cu 32 P (*) Fenomenul este de o specificitate extraordinara pentru ca o sonda este capabila sa recunoasca o secventa unica printre milioane de alte secvente Mai recent s-a introdus si se foloseste mai frecvent hibridizarea inversa care se deosebeste de hibridizarea standard a acizilor nucleici prin faptul ca sonda nemarcata este fixata pe un suport solid iar acidul nucleic "tinta" este marcat si se afla într-o solutie apoasa CASETA 3 5 Sondele genotipice Prin sonda genotpica se întelege orice secventa de ADN sau ARN, de cel putin 20 nucleotide, omologa unei secvente celulare (de ADN sau ARN) care se hibrideaza în mod specific si stabil cu aceasta, prin asociere între bazele complementare: A-T si G-C Obtinerea unei sonde specifice necesita izolarea si clonarea prealabila a genei sau a markerului genei De aceea exista doua tipuri de sonde: directe si indirecte (1) Sondele directe corespund genei analizate49 Ele sunt de mai multe tipuri: sonde pentru ADN genomic sau ADNc din bancile corespunzatoare; ribosonde (alcatuite din ARN); oligosonde de sinteza; sonde pentru ADN-ul a genomului unor microorganisme (de ex virusul hepatitei B) atunci când se urmareste integrarea lor în genomul celulelor umane (2) Sondele indirecte sunt fragmente de ADN intergenic ce provin dintr-o banca de ADN genomic, care pun în evidenta polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie (RFLP), folosit ca marker genetic Pentru ca nu contin o secventa codanta se mai numesc si sonde anonime Atunci când un locus este definit printr-o sonda anonima se foloseste o nomenclatura speciala De ex D22S1 - unde prima litera este D (de la DNA) urmata de numarul cromosomului si unul din urmatoarele simboluri: S - pentru secventa unica; Z - pentru secventa repetata situata într-un situs cromosomic definit; NF - pentru secventa repetitiva dar dispersata pe mai multi cromosomi Ultima cifra este un numar cronologic care corespunde punerii în evidenta a) Analiza ADN genomic uman prin metoda de transfer Southern Obiectivul principal al metodei descrisa de Ed Southern (1975) - cunoscuta sub numele de Southern blot - este de a evidentia, cu ajutorul unei sonde specifice prezenta sau absenta unui fragment de ADN omolog ("tinta"), obtinut din ADN genomic, cu o anumita enzima de restrictie Pentru aceasta ADN extras din nuclii celulari este digerat cu una sau mai multe enzime de restrictie, fragmentele sunt separate dupa marime prin electroforeza în gel de agaroza, denaturate si apoi transferate (prin "sugere"/blotting) si imobilizate pe o membrana solida de nitroceluloza, pentru a fi hibridizate cu o sonda monocatenara specifica, marcata radioactiv Sonda se va fixa numai pe secventa omologa de ADN (daca este prezenta) iar pozitia ei pe membrana va permite evaluarea marimii sale (figura 3 21) Metoda Southern comporta urmatoarele etape (figura 3 21): ? extragerea ADN genomic dintr-o sursa accesibila: limfocite din sângele periferic, celule din culturi de fibroblaste, celule amniotice sau din vilozitati coriale (pentru diagnosticul prenatal), celule obtinute prin biopsii de organe; ? fragmentarea ADN genomic, prin clivare cu o enzima de restrictie adecvata (sau un amestec de doua enzime), pentru a obtine circa un milion de fragmente mai mici de 20kb; aceasta presupune cunoasterea prealabila a hartii situsurilor de restrictie pentru domeniul genomic explorat si alegerea celui mai adecvat cuplu enzima de restrictie - sonda ? separarea fragmentelor, pe baza marimii lor prin electroforeza în gel de agaroza, în care fragmentele mai mici migreaza mai repede decât cele mai mari; pentru separarea fragmentelor mai mari de ADN (40 kb ?2-3 Mb) se foloseste electroforeza în câmp pulsatil; ? denaturarea (în mediu alcalin) fragmentelor bicatenare, pentru separarea celor doua monocatene complementare; ? transferarea moleculelor de ADN monocatenar de pe gelul de agaroza fragil pe un suport solid (filtru din nitroceluloza sau nailon), prin capilaritate sau sugere ("blotting"); de aici deriva numele metodei "Southern blot" sau "Southern transfer"; fragmentele monocatenare de ADN vor fi imobilizate pe membrana în pozitia în care s-au gasit, dupa migrare, în gel; ? hibridizarea fragmentelor ADN de pe filtru cu o sonda monocatenara specifica unei gene sau a unui marker genotipic, marcata radioactiv; sonda se va împerechea / asocia numai cu secventa complementara dintr-unul sau doua fragmente de ADN genomic; ? spalarea: hetroduplexul format de fragmentul de ADN si sonda este puternic fixat pe filtru si deci rezistent la o spalare intensa (care îndeparteaza fragmentele nehibridate de pe filtru); ? punerea în evidenta a duplexului, printr-un semnal persistent, dupa contactul filtrului cu un film foto (autoradiografie), care releva pozitia si marimea fragmentului Rezultatele obtinute prin metoda Southern se compara cu profilul normal al domeniului genomic explorat de sonda si astfel se pot evidentia doua tipuri de mutatii: deletii sau insertii genice de mai mult de 50-100 pb, detectate prin modificarea lungimii fragmentelor realizate de enzima de restrictie; daca deletia este totala atunci gena dispare si sonda nu da nici un semnal; mutatii punctiforme, ce afecteaza o singura baza si creeaza sau distrug un situs de restrictie intragenic pentru o anumita enzima, antrenând o modificare a lungimii fragmentelor de restrictie Cu toate ca rezultatele obtinute prin metoda Southern par reduse ca informatie (semnal prezent sau absent; situs prezent sau absent) analiza genotipica realizata cu aceasta tehnica are o valoare practica, deoarece permite diagnosticul prenatal sau presimptomatic al unor mutatii genice morbide, precum si identificarea heterozigotilor Metoda Southern nu permite evidentierea unor modificari mici din structura ADN (microdeletii, mutatii punctiforme ale unei pb) În aceste cazuri, sonda de ADN nu va putea face distinctie între gena normala si gena cu alterari minime ale secventei nucleotidice Trebuie sa subliniem ca metoda Southern are si alte inconveniente: este laborioasa, complexa, costisitoare si prezinta numeroase dificultati de interpretare b) Analiza cu sonde oligonucleotidice specifice unei alele (ASO) În aceasta metoda, o solutie apoasa de ADN genomic nefractionat este depusa sub forma unor pete direct pe o membrana de nitroceluloza (dot-blot) sau indirect printr-o fanta (slot-dot); picatura este uscata si ADN imobilizat pe membrana este denaturat (prin tratarea filtrului cu o solutie de alcali) si expus la o solutie ce contine sonda monocatenara marcata; aceasta se va hibridiza, formîndu-se un heteroduplex tinta-sonda ce va fi pus în evidenta autoradiografic Aceasta metoda, mai simpla si mai rapida decît Southern blot (nu necesita fractionarea ADN), foloseste deobicei sonde ce corespund unei secvente mici (20 pb) din structura genei, numite si sonde oligonucleotidice specifice (ASO de la "Alelele Specific Oligonucleotides") sau pe scurt, oligonucleotide Aceste sonde scurte sunt mult mai "sensibile" la alterarile minime ale secventei genice, putând depista modificari ale unei singure perechi de baze De aceea, ele sunt folosite pentru depistarea unor mutatii specifice, cunoscute deja într-o anumita boala genetica50 Cu alte cuvinte, se poate stabili daca acea mutatie este prezenta sau absenta într-o proba de ADN obtinut de la un pacient oarecare Sensibilitatea sondelor ASO este evident superioara metodei Southern, care nu poate depista leziunile minime ale ADN Pentru depistarea unei mutatii specifice se fabrica oligonucleotide specifice unei alele normale sau mutante Mai exact, ele corespund regiunii genice unde au fost localizate diferente de secventa (mutatii) Sonda corespunzatoare acestei regiuni este sintetizata în doua versiuni: normala si mutanta Versiunea normala a sondei nu se poate hibridiza decât cu alela normala si invers, versiunea mutanta se împerecheaza numai cu alela mutanta Hibridizarile încrucisate nu sunt stabile datorita împerecherii gresite ("mismatch") între baze necomplementare (figura 3 22) Astfel se poate stabili daca o mutatie deja cunoscuta, specifica unei boli, este prezenta sau absenta la o anumita persoana Mai mult, se poate face deosebirea între un homozigot pentru alela normala (ADN-ul sau hibridizeaza numai cu ASO normal), heterozigot (ADN-ul sau hibridizeaza cu ambele versiuni ASO) sau homozigot pentru secventa mutanta (ADN-ul sau hibridizeaza numai cu ASO mutant) Trebuie totusi sa subliniem ca lipsa de hibridizare între versiunea ASO mutanta si ADN pacientului nu înseamna automat ca aceasta este normal: el poate avea o alta mutatie în gena, în alta regiune decât cea explorata printr-o anumita sonda ASO Analiza ASO este utila numai în cazurile în care exista o mare probabilitate (bazata pe alte date) ca o familie sau un individ sa posede o mutatie cunoscuta Deci, tehnica se aplica în special pentru boli genetice caracterizate printr-un numar mic de mutatii, precis definite (de ex hemocromatoza, drepanocitoza) c) Analiza ARN m prin Northern blot Northern blot51 este o varianta a metodei Southern blot în care acidul nucleic tinta este ARNm Obiectivul principal al metodei este obtinerea de informatii privind profilurile de expresie (tipul celular, abundenta transcriptului) unei anumite gene (deja clonata) Punerea în evidenta a unui anumit ARN mesager se bazeaza pe hibridarea moleculara a ARN cu o sonda complementara monocatenara (ADN c denaturat; oligonucleotide ADN antisens) Moleculele de ARNm, de diferite lungimi (în functie de gena transcrisa), extrase din diferite tesuturi, sunt separate prin electroforeza în gel de agaroza denaturant (care suprima structura secundara ce ar jena migrarea si hibridizarea) Apoi ele sunt transferate pe un filtru de nitroceluloza si hibridate cu o sonda de ADN marcata Pe autoradiograma se observa una sau mai multe benzi a caror talie, numar si intensitate sunt indicatii pretioase Absenta unei benzi ce ar fi trebuit evidentiata de sonda ne indica faptul ca gena nu este exprimata / transcrisa datorita unei mutatii Existenta unei mutatii (de ex , deletie) poate fi revelata printr-un fragment de ARN m cu talie anormala Analiza ARN mesager este mult mai delicata si mai dificila decât cea a ADN deoarece: ARN este foarte vulnerabil la ARN-azele citoplasmatice; numeroase tipuri au o expresie celulara variabila în functie de diferentierea celulara52 (de ex ARN m pentru fenilalanin-hidroxilaza nu este prezent decât în hepatocite, iar cel pentru tiroglobulina numai în celulele tiroidiene); ARNm se gaseste în cantitati foarte mici c) Hibridizarea in situ a ADN Analiza ADN se poate face si prin hibridizarea in situ pe preparate cromosomice în pro-metafaza folosind sonde marcate (radioactiv sau cu molecule fluorescente - FISH) judicios alese, în functie de obiectivul urmarit (vezi capitolul 2 D 3 a) Daca se banuieste o microdeletie pentru o anumita regiune cromosomica, la limita vizibilitatii microscopice se utilizeaza o sonda marcata corespunzatoare genelor din regiunea respectiva; absenta semnalului corespunzator sondei traduce deletia regiunii Daca se urmareste localizarea unei gene se foloseste o sonda tip ADNc pentru o gena analoga identificata deja la un animal de laborator Hibridizarea in situ se foloseste si pentru evidentierea ARN în sectiuni histologice folosind deobicei o sonda de ARN, marcata ("ribosonda"), complementara unui ARNm d) Identificarea ADN al organismelor exogene Orice infectie sau infestare printr-un microorganism bacterian, viral, fungic sau parazitar poate fi detectata într-un esantion biologic prin hibridizare moleculara, daca exista sonde corespunzatoare genomului acestui organism Hibridizarea moleculara ofera multiple avantaje fata de metodele clasice: simplitate, rapiditate si specificitate (perspective de automatizare); posibilitatea de a detecta agenti infectiosi dificil sau imposibil de cultivat in vitro; posibilitatea de depistare directa a unui agent patogen într-un amestec polimicrobian (în mijlocul unei flore comensale) si pe orice tip de esantion patologic În practica metodele de hibridizare moleculara au gasit deja importante aplicatii pentru caracterizarea rapida a germenilor cu crestere lenta (mycobacterii, treponeme, Brucella etc ), pentru identificarea virusului hepatitei B, virusului papiloma (HPV) si în special în cazurile de SIDA (HIV) 3 2 ANA LIZA SECVENTEI NUCLEOTIDELOR DIN ADN (secventializarea ADN) Dupa izolarea si amplificarea unui fragment de ADN (gena), etapa principala de analiza genotipica este determinarea secventei nucleotidice, deci a informatiei genetice a fragmentului respectiv Aceasta actiune este decisiva pentru a stabili structura genei precum si secventa de aminoacizi a proteinei codificata de gena (în cazul în care ea nu a fost identificata) De asemenea se poate determina tipul de mutatie care a produs o boala genetica Stabilirea secventei nucleotidice este utila si pentru sinteza oligosondelor specifice pentru o alela (ASO) si a amorselor folosite în PCR, ambele fiind larg utilizate în diagnosticul molecular Metodele pentru determinarea secventei nucleotidice a unor fragmente de ADN au fost descoperite independent de Walter Gilbert (tehnica de degradare chimica) si Fred Sanger (tehnica de sinteza enzimatica), care în 1980 au primit premiul NOBEL Metoda cea mai folosita în prezent este metoda enzimatica a lui Sanger Metoda enzimatica (Sanger) (1) Principiu Se sintetizeaza o catena de ADN complementara fragmentului cu secventa necunoscuta, utilizând ADN-polimeraza si o amorsa radiomarcata (fixata la extremitatea 3' a fragmentului) Reactia poate fi inhibata (stopata) în dreptul unui anumit nucleotid, prin folosirea unor analogi nucleotidici de tipul dideoxinucleotidelor (care au pierdut gruparea 3'-OH) ADN polimeraza poate adauga un astfel de nucleotid, dar dupa ce acesta a fost încorporat, reactia se opreste datorita absentei gruparii 3'-0H din dideoxinucleotid, necesara polimerizarii Se realizeaza astfel fragmente cu o lungime egala distantei dintre amorsa si locul unde s-a incorporat un anumit dideoxinucleotid (2) Descrierea metodei: Molecula de ADN ce trebuie secventializata este separata în cele doua catene Fiecare catena este clonata într-un vector monocatenar (fagul M 13), fiind inserata (cu capatul 3') într-un anumit situs, dupa o secventa (primer) cunoscuta si marcata radioactiv sau fluorescent, ce are rolul de amorsa (figura 3 23) Aceste monocatene de ADN servesc ca matrita pentru sinteza unei catene noi, complementare, folosind ADN polimeraza si nucleotidele necesare sintezei Reactia se desfasoara concomitent în patru eprubete, în fiecare se va stabili localizarea unui anumit nucleotid folosind ca analog inhibitor, un anumit dideoxiribonucleotid De ex în eprubeta ce va stabili localizarea G se va adauga ddGTP; atunci când dideoxiribonucleotidul respectiv este încorporat în catena în curs de formare, sinteza se opreste Când polimeraza întâlneste urmatorul nucleotid C fenomenul se repeta si rezulta un fragment cu 4 nucleotide si respectiv 9 nucleotide53 (figura 3 23) Apoi proba este analizata prin electroforeza în gel; se observa o serie de benzi la pozitii ce corespund localizarii fiecarui nucleotid cu G Reactii similare pentru nucleotidele cu A, T si C vor furniza serii corespunzatoare de fragmente (fiecare proba într-un anumit "canal" al gelului de poliacrilamida) Ansamblul celor patru reactii poate fi atunci citit pe o "scara" pozitionala directionata de la fragmentele cele mai mici la cele mai mari; astfel se poate determina secventa de nucleotide a fragmentului analizat Metoda de sinteza enzimatica descrisa de Sanger este din ce în ce mai mult folosita fiind perfectionata continuu Folosind ca vectori, pentru secventa de determinat, plasmide de generatia III-a se pot secventia molecule de ADN bicatenar Marcajul radioactiv a fost înlocuit cu marcajul prin fluorocromi specifici fiecarui nucleotid Informatizarea a deschis drumul automatizarii si sunt deja folosite primele secventiatoare automate Determinarea sceventei unui acid nucleic nu mai pune probleme si este extrem de rapida În aceste conditii a fost posibila determinarea secventei cvasi- integrale a genomului uman (alcatuit din circa 3 miliarde pb) 4 METODE DE ANALIZA A PROTEINELOR Analiza structurii genelor normale sau anormale trebuie completata deseori cu studiul functiei sau expresiei acestor gene la nivel de proteina În cazul mutatiilor genice este important de stabilit defectul molecular al proteinelor codificate si modul în care ele produc un fenotip anormal a) Metoda de transfer Western Pentru identificarea specifica a proteinelor a fost imaginat un procedeu asemanator metodelor Southern si Northern, botezat "Western blotting" El permite evaluarea cantitativa si calitativa a unei proteine mutante, extrasa din celulele unor pacienti cu boli genetice Proteinele izolate dintr-un extract celular sunt separate, pe baza lungimii (marimii) lor, prin electroforeza în gel de poliacrilamida Apoi sunt transferate pe un filtru de nitroceluloza si incubate cu un antiser specific pentru proteina respectiva Complexul antigen (proteina) - anticorp (antiser) este identificat cu ajutorul unui anti-anticorp (anticorp ce recunoaste primul anticorp folosit în reactie) marcat radioactiv sau fluorescent Metoda Western permite diferentierea între bolnavii cu forme grave de boala (prin absenta totala a proteinei) si forme medii (cantitati mici de proteina); de ex forma grava Duchenne si medie Becker a distrofiei musculare legata de X (figura 3 24) Deasemeni, se pot evidentia heterozigotii, purtatori sanatosi de gena mutanta (Na) care vor avea o cantitate mai redusa (la jumatate) de proteina normala comparativ cu homozigotii sanatosi (NN) b) Determinarea secventei de aminoacizi a proteinelor Stabilirea secventei de aminoacizi a proteinei este utila atât pentru analiza si sinteza proteinei, cât si pentru izolarea genei corespunzatoare Astfel, pe baza secventei de aminoacizi a unei parti de proteina, se poate sintetiza (pe baza relatiei aminoacid-codon stabilita de codul genetic) un oligonucleotid cu o secventa de nucleotide corespunzatoare celei de aminoacizi Acest oligonuleotid poate fi utilizat ca sonda pentru a cauta gena corespunzatoare într-o banda biblioteca de ADN genomic sau ADN complementar Tehnicile de secventializare a proteinelor, introduse de Sanger în 1950 (primul premiu NOBEL luat de acest mare cercetator, de doua ori laureat), constau în clivarea chimica sau enzimatica a proteinei în polipeptide mai mici (15-30 aminoacizi) care vor fi secventiate de analizatoare automate, începând cu capatul amino al fiecarui peptid c) Productia de proteine prin "inginerie genetica" Cu ajutorul genelor clonate în E coli sau levuri (drojdii) se pot produce usor, ieftin si în cantitati "industriale" diferite proteine de origine umana, cu valoare terapeutica Multe boli sunt determinate de absenta sau pierderea functiei unor proteine Cel mai adesea, tratamentul nu poate fi decât substitutiv si este preferabila administrarea unor proteine de origine umana deoarece proteinele animale sunt potential imunogene Totusi, prin metodele clasice, nu se pot obtine întotdeauna proteine umane (de ex insulina) sau fabricarea unor cantitati mari ridica probleme de disponibilitate si de contaminare virala (de ex fabricarea factorului VIII necesita sute de prelevari sanguine ce cresc riscul contaminarii cu virus HBV sau HIV) În aceste conditii, productia de proteine de substitutie prin "inginerie genetica" este o solutie ideala Au fost deja fabricate si utilizate în productia medicala: insulina (pentru tratamentul diabetului), hormon de crestere (pentru terapia tulburarilor de crestere), streptokinaza (substanta trombolitica folosita în infarctul miocardic acut), factorul VIII al coagularii (pentru tratamentul hemofiliei), eritropoietina (hormonul care stimuleaza proliferarea celulelor eritroide), interferoni (cu actiune citostatica si antivirala) etc Concomitent s-a proiectat productia unor vaccinuri (prin folosirea fractiei virale proteice necesara inducerii reactiei imune) sau bio-reactivi (proteine, enzime) Biotehnologiile utilizate pentru productia de proteine umane ridica totusi diferite probleme În cazul productiei de catre bacterii este necesara fabricarea unor vectori de expresie bacteriana de mare randament, gasirea unor solutii tehnice care sa evite inactivarea proteinei fabricate dupa insertia vectorului ce contine gena umana sau sa permita recuperarea ei facila din "reactoarele de cultura" Productia bacteriana de proteine umane este valabila numai pentru proteinele care nu trebuie activate prin modificari secundare (glicozilare, carboxilare etc ) dupa sinteza În acest caz trebuie sa se recurga la productia proteinei de catre celulele eucariote în cultura, mult mai complexa si costisitoare Se preconizeaza însa solutii mai eficace: plantele si animalele transgenice 5 TEHNICILE DE MODIFICARE A MATERIALULUI GENETIC Expresia genelor normale si mutante precum si fenotipul pe care-l determina se afla sub controlul unor mecanisme complexe, care implica interventia anumitor secvente de ADN, cu rol de reglare, precum si actiunea unor molecule efectoare exogene care se fixeaza la ADN Descifrarea acestor mecanisme este importanta nu numai pentru fiziologia normala ci si pentru elucidarea patogeniei bolilor moleculare, optimizarea diagnosticului si, mai ales, a tratamentului lor Un pas enorm pentru întelegerea mecanismelor de reglare a expresiei genelor si patogeniei bolilor genetice l-a reprezentat introducerea tehnicilor de modificare dirijata a materialului genetic Aceste tehnici pot crea mutante noi sau pot modula actiunea unor componente ale sistemelor de reglare Practic sunt posibile doua tipuri de actiuni: modificarea unor structuri existente (mutageneza dirijata) sau crearea unor structuri noi (animale transgenice) Strategia globala implica mai multe etape: * secventa nucleotidica studiata (gena sau parte de gena) va fi mai întâi modificata (deletie, insertie, substitutie de nucleotide) si apoi cuplata cu alta secventa ADN ("reporter") care va servi la identificarea ei; * ADN recombinant este introdus fie în culturi de celule (transfectie), fie în ovocite fecundate (animale transgenice); * Dupa obtinerea gazdelor se analizeaza efectele (expresia) secventei analizate (cresterea / diminuarea sintezei unor proteine; modificarea proprietatilor proteinei produse) într-un context in vivo, care integreaza efectele tuturor parametrilor naturali; analiza rezultatelor trebuie facuta însa cu mare prudenta deoarece trebuie sa se tina cont de o serie de elemente ce nu sunt înca controlabile: localizarea si stabilirea insertiei, posibilitatea de a fi modificata de celule a) Modificarea unei secvente nucleotidice Pentru a evalua rolul unei anumite secvente nucleotidice (gena sau parte de gena) se produce mai întâi suprimarea (excizia) ei globala, folosind enzime de restrictie; capetele moleculei ADN ce rezulta dupa excizie vor fi resudate, cu ajutorul unei ligaze În felul acesta se pot evalua consecintele fiziopatologice ale absentei secventei studiate Ulterior, pe un alt sistem experimental, se realizeaza în secventa studiata succesiv deletii din ce în ce mai mici, pentru a identifica si localiza precis situsurile cele mai strategice Apoi, în aceste regiuni se induc mutatii diferite pentru a preciza rolul fiecarui nucleotid din aceste regiuni asupra mecanismelor reglatoare b) Mutageneza insertionala aleatorie Aceasta tehnica permite evidentierea si clonarea unor gene necunoscute O secventa de ADN cunoscuta si reperabila (transposon în cazul Drosophillei si retrovirusi la soarece) este introdusa într-o celula embrionara (ovocite fecundate, blastocite) Ea se încorporeaza la întâmplare/aleatoriu în genomul celular; daca insertia se face într-o gena se produc mutatia ei, pierderea functiei proteinei codificate si modificarea fenotipului Dupa selectionarea mutatiilor se realizeaza un clonaj genomic folosind ca sonda o secventa identica cu cea introdusa; astfel se poate repera gena în care s-a produs insertia c) Mutageneza dirijata prin oligonucleotide de sinteza Cu ajutorul unor oligonucleotide de sinteza se pot induce mutatii punctiforme într-un anumit situs din structura genei În felul acesta se poate studia efectul precis al unui nucleotid în mecanismul reglator sau rolul unui aminoacid (codificat de un codon mutant) în secventa proteica Astfel, codonul AUG (pentru metionina) din structura genei alfa-1-antitripsinei a fost modificat în doua variante GUG (semnifica valina) si AGG (pentru arginina); gena cu prima varianta produce o enzima cu mare eficacitate (care se preconizeaza a fi utilizata în prevenirea bronsitei cronice la fumatori) iar gena cu a doua varianta are concomitent o activitate antitrombina III d) Micro-injectia de ADN în ovocite fecundate Aceasta metoda de manipulare genetica a unui întreg organism reprezinta cel mai puternic instrument de analiza a mecanismelor de expresie a genelor eucariote, într-un veritabil context in vivo Principiul metodei este simplu dar realizarea practica este delicata iar randamentul este redus (10-20%) Ea consta fie din microinjectia unei gene în ovocite fecundate (de obicei de soarece), care apoi sunt injectate în uterul unei femele pregatite pentru gestatie, fie introducerea ei în celule stem embrionare, nediferentiate, care sunt ulterior implantate într-un blastocist În felul acesta se obtin animale transgenice Daca gena specifica a fost modificata înainte de a se introduce în celulele stem embrionare atunci animalele obtinute se numesc "knockout" Analiza soarecilor nascuti releva, în cazurile reusite, integrarea aleatorie a genei analizate în cromosomi Copiile integrate sunt prezente în toate celulele si transmise la descendenti Ele se exprima deobicei în tesutul specific (atunci când gena prezinta si secventele de reglare) Experientele realizate cu gene pentru elastaza, globina, transferina, hormon de crestere etc au furnizat date pretioase pentru întelegerea mecanismelor de expresie Mai recent introducerea unor gene mutante cunoscute a permis crearea unor veritabile modele experimentale pentru studiul unor boli genetice umane D LOCALIZAREA GENELOR PE CROMOSOMI (HARTA GENICA LA OM) Localizarea unei gene pe un anumit cromosom a fost initial un "exercitiu intelectual", fara consecinte practice, determinat de curiozitatea si dorinta de cunoastere a spiritului uman Progresele remarcabile ale cartografierii genomului uman în ultimii 20 ani au generat însa multiple aplicatii în teoria si practica medicala, pentru întelegerea mecanismelor bolilor genetice, optimizarea diagnosticului bolilor genetice (mai ales prenatal sau presimptomatic), cresterea eficentei sfatului genetic (ce stabileste riscul de aparitie sau reaparitie a bolii) si eventual pentru tratamentul bolilor gentice, prin terapie genica (prin insertia unei gene normale la indivizii afectati de o boala genetica) În aceste conditii, realizarea unei harti complete a genomului uman, un fel de "enciclopedie a tuturor genelor noastre si bolilor genetice asociate lor" este obiectivul central al geneticii medicale Cartografierea genelor pe cromosomii umani se poate realiza în doua variante: cartografierea genetica si cartografiera fizica * Cartografierea genetica reprezinta evaluarea tendintei ca doua gene (una dintre ele fiind o gena marker) sa segrege împreuna în meioza si sa se transmita înlantuite de la parinti, prin gameti, la descendenti Harta genetica este o reprezentare a pozitiei relative a genelor pe un cromosom, bazata pe frecventa de recombinare meiotica între doua segmente de ADN Se realizeaza astfel "o harta de înlantuire" În acet caz este vorba mai mult de o descriere a comportarii meiotice a genelor decât de o localizare fizica * Cartografierea fizica consta în localizarea fizica reala a genelor într-o anumita regiune a unui cromosom, folosind anumiti markeri Cu ajutorul unor metode de analiza cromosomica si moleculara, pozitia unor gene este descrisa în unitati determinate prin masuratori fizice ale distantelor dintre markeri Se realizeaza astfel harti cromosomice pe baza carora se obtin hartile ADN (pentru o regiune din cromosom) Harta fizica este reprezentarea pozitiei reale a genelor în ADN al fiecarui cromosom, într-o anumita ordine si la distante cunoscute (masurate în perechi de baze) Obiectivul final al cartografierii fizice este stabilirea integrala a secventelor nucleotidice liniare din fiecare cromosom Înainte de anul 1950 localizarea genica era limitata exclusiv la cromosomul X, deoarece analiza genealogica evidentia o transmitere ereditara caracteristica, ce permitea localizarea genei reaspective54 Genele autosomale erau mult mai dificil de cartografiat Prima gena autosomala localizata a fost a grupei sanguine Duffy (Donahue, 1968) care, într-o anumita familie, era transmisa împreuna cu alungirea constrictiei secundare subcentromerice de pe bratul lung al cromosomului 1 Dupa 1970 studiile genealogice, lungi si dificile, au fost înlocuite cu analiza segregarii cromosomilor în celulele somatice în cultura S-a nascut astfel genetica celulelor somatice ce reprezinta o posibilitate originala de a studia bolile monogenice si cromosomice în culturi celulare (fibroblaste) pe termen lung Foarte curând s-au realizat hibrizi celulari interspecifici si localizarea genica a devenit mai accesibila Totusi cartografierea genelor în genomul uman a progresat lent deoarece se foloseau markeri fenotipici (de ex , diferite proteine) iar numarul lor era mic Întroducerea hibridizarii moleculare cu sonde ADN a relansat cartografierea genomului uman întrucât markerii genotipici au o foarte mare specificitate (prin multitudinea si polimorfismul lor) si permit identificarea genelor, indiferent daca ele se exprima sau nu Se dezvolta concomitent tehnicile de clonare moleculara si secventiere În 1990 a fost lansat "Proiectul Genom uman" al carui obiectiv final este ca pâna în 2005 sa descifreze complet harta genica la om sau mai precis secventa celor 3 miliarde de pb ce alcatuiesc genomul uman Primele realizari, bazate pe clonare pozitionala, au fost localizarea genelor pentru distrofia musculara Duchenne (1986), fibroza chistica (1990); realizarea primei harti genetice (bazata pe microsateliti) în 1996, a schitei primei harti fizice de înalta rezolutie (2000) si secventierea completa a cromosomilor 22 (în anul 1999), 21 (în anul 2000) si 20 (în anul 2001) iar în februarie 2001 a fost publicata prima schita (ciorna) a secventei genomului uman (vezi capitolul 2 C 2), care va fi finalizata în 2003 1 CARTOGRAFIEREA GENETICA Cartografierea genetica consta în masurarea distantei dintre locii genetici prin studiul fenomenelor de înlantuire si recombinare genica (prin încrucisare cromosomica sau crossing over) care au loc în meioza 1 1 ANALIZA DE ÎNLANTUIRE Doua gene (loci) pot fi situate pe cromosomi diferiti sau pe aceeasi pereche de cromosomi omologi În primul caz, când cei doi loci [de ex D si M] sunt situati pe cromosomi diferiti (vezi figura 3 2), genele alele Dd si Mm segrega independent în meioza formând patru tipuri de gameti: DM, Dm, dM si dm, în proportii egale (25%) În al doilea caz, când locii D si M sunt situati pe aceiasi pereche de omologi55 comportarea lor în meioza depinde de distanta dintre loc Desi am discutat aceasta problema în capitolul 3 A 2, reamintim doua notiuni esentiale (1) Daca cei doi loci D si M sunt situati foarte aproape unul de altul (figura 3 3 a), ei au tendinta de a se transmita împreuna, formând doua tipuri de gameti DM si dm Acest fenomen a fost numit înlantuire genica (linkage) (2) Daca locii D si M se afla la distanta mai mare unul de altul (figura 3 3 b), între ei se poate produce aleatoriu o încrucisare cromosomica sau crossing over (CO) La locul de contact, cromatidele se rup si schimba segmente egale de material genetic; genele alele Dd si Mm pot forma combinatii noi, rezultând patru tipuri de gameti: doi nerecombinati (DM si dm) si doi recombinati (Dm si dM)56 Acest fenomen a fost numit recombinare genica omologa; Distanta genetica care separa doi loci situati pe acelasi cromosom este constanta si independenta de natura alelei si familia studiata Ea influenteaza însa frecventa recombinarilor: cu cît distanta este mai mare cu atât probabilitatea unui eveniment recombinational creste si invers In figura 3 25, mama (I-1) sufera de neurofibromatoza (NF1), boala autosomal dominanta (vezi capitolul 11 E 1), si este heteozigota atât pentru locusul-boala (Dd) cât si pentru doi loci marker 1 si 2 (Aa si Bb); tatal neafectat este homozigot pentru toti cei trei loci (dd, AA si BB) Pacienta are sase copii din care II-1, II-2 sunt bolnavi; ei au mostenit alela A a markerului 1 (care nu apare la descendentii sanatosi, toti cu alela a) si se poate presupune ca alela A este înlantuita cu alela D (boala) Se observa ca toti cei sase copii sunt nerecombinanti pentru NF1 si locusul marker 1 (situati foarte aproape unul de altul) Totusi II-1, II-3 si II-5 sunt recombinanti pentru NF1 si locusul marker 2, situati la distanta unul de altul Copilul II-6 a mostenit alela A si deci foarte probabil si alela mutanta D dar boala nu este înca manifesta (diagnostic presimptomatic) Distanta genetica între doi loci se poate masura evaluând frecventa (fractia) de recombinare; ea este definita prin proportia descendentilor recombinanti în raport cu numarul total de descendenti si este notata cu litera greceasca teta (?) Unitatea de masura a distantei genetice dintre doi loci a fost denumita Morgan (M) în onoarea lui T H Morgan, care a descoprit (1910) fenomenul de crossing over Un centiMorgan (cM) este o distanta genetica în care se produc recombinari cu o frecventa de 1% Când locii sunt complet înlantuiti ei sunt situati foarte aproape unul de altul, nu pot fi separati niciodata prin CO, nu exista nici o recombinare (? = 0 0) iar distanta genetica este nula, zero cM Când doi loci sunt neînlantuiti ei segrega independent în meioza (fiind localizati pe cromosomi diferiti sau pe acelasi cromosom dar la distanta unul de altul, în grupe de înlantuire diferite) frecventa de recombinare este maxima 50 %; atunci teta ? = 0 5, iar distanta genetica este ? 50 cM Distanta genetica dintre loci este o evaluare functionala care nu se suprapune exact cu distanta fizica ce-i separa Totusi se poate face conversia distantei genetice (definita prin frecventa de recombinare) în distanta fizica reala (lungimea ADN exprimata în pb)57 S-a stabilit astfel ca 1 cM este egal cu 106 pb sau 1000 k b Un cromosom cu 1-3 recombinari per meioza prezinta deci 100-300 cM Astfel se poate construi o harta de înlantuire pentru fiecare cromosom Echivalenta 1 cM = 106 p b nu este totdeauna valabila deoarece frecventa de recombinare nu este constata în lungul unui cromosom, la cromosomi deferiti si la sexe diferite Astfel, * telomerele au recombinari mai frecvente decât altele alte regiuni cromosomice (de ex centromerele); * frecventa CO si numarul recombinarilor este mai mare la femeie decât la barbat; * unii cromosomi (de ex 12 si 13) sunt genetic "mai lungi" la femeie desi lungimea fizica este aceeasi ca si la barbat (figura 3 26) Centi-Morganul este un etalon "elastic" ce poate varia între 5x105 si 1x107 p b ; acest lucru este important de stiut pentru fiabilitatea diagnosticului genotipic indirect prin RFLPs Masurarea frecventei de recombinare este cunoscuta sub numele de analiza de înlantuire genetica (linkage analysis) Ea se poate face numai prin studii familiale, comparând genotipurile urmasilor cu cele ale parintilor Analiza de înlantuire reprezinta o metoda valoroasa de cartografiere a unor gene, deoarece permite stabilirea pozitiei unor gene (loci) pe acelasi cromosom (fenomen numit sintenie), a ordinii si distantei dintre ele Se va obtine astfel o harta genetica ce cuprinde pozitia relativa pe cromosom a unor gene, bazata pe frecventa de recombinare dintre loci (figura 3 26) Analiza de înlantuire genetica se bazeaza pe studiul segregarii (distributiei) în familie a unei gene mutante (cauzatoare de boala) si a unui marker genotipic, un locus care "marcheaza cromosomul", ce va fi transmis prin gameti la descendent, si pe care se gaseste alela-boala (markerul nu are nici o legatura cu cauza reala a bolii genetice) Locii markeri folositi pentru cartografiere trebuie sa fie: codominanti (pentru a permite diferentierea dintre homozigoti si heterozigoti); numerosi si distribuiti în toate regiunile fiecarui cromosom (pentru a fi cât mai aproape de locusul boala); foarte polimorfici, pentru ca parintii sa fie heterozigoti pentru un marker Pentru analiza de înlantuire a doi loci - boala si marker - sunt necesare doua conditii: * familia studiata sa fie informativa pentru locii cercetati, deci parintii trebuie sa fie heterozigoti atât pentru locusul-boala (morbid) cât si pentru locusul-marker Locii cei mai "informativi" sunt cei care au un polimorfism ridicat (prezinta numeroase variante alelice) si deci se gasesc în stare heterozigota la un numar mare de persoane din populatie; aceasta conditie este îndeplinita "cu brio" de markerii ADN (RFLPs, minisateliti, microsateliti) * a doua conditie este cunoasterea fazei de înlantuire, deci a modului de dispunere a alelelor celor doi loci pe un cromosom, la fiecare parinte; alele unor loci situate pe acelasi cromosom sunt în faza cis sau de cuplare iar alele situate pe cromosomi omologi sunt în faza trans sau de repulsie (figura 3 7) De aceea pentru studiile de înlantuire sunt foarte utile familiile mari, cu trei sau mai multe generatii ( deci un numar mare de "meioze" pentru a stabili mai precis numarul de recombinanti) si informative prin markerii utilizati, care trebuie sa permita stabilirea fazei de înlantuire (figura 3 27) Daca cunoastem faza de înlantuire analiza este mai eficienta deoarece este mai usor sa se determine care descendenti sunt recombinanti (pentru aceasta cel putin un parinte trebuie sa fie heterozigot) Daca studiile pe familii mari nu sunt posibile atunci se vor folosi în cercetare mai multe familii mici, afectate de aceeasi boala, produsa de aceeasi gena mutanta (deci fara heterogenitate genetica; vezi capitolul 4 A ), iar datele vor fi analizate statistic (vezi scorul LOD) Analiza de înlantuire este utila în genetica medicala pentru identificarea si localizarea genelor responsabile de producere bolilor ereditare, mai ales în situatiile în care nu se cunoaste efectul lor biochimic Aceasta analiza permite detectarea prezentei unei gene mutante prin urmarirea transmiterii în familie a unei gene (locus) marker Asa cum am mai spus acesta "markeaza" cromosomul cu alela-boala care va fi transmis, prin gameti de la parinti la descendenti; deci markerul nu are nici o legatura cu cauza reala a bolii genetice Prin analiza de înlantuire se poate face un diagnostic presimptomatic deci se poate pune în evidenta existenta genei mutante în familiile în care gena nu se exprima fenotipic ca urmare a lipsei de penetranta, a manifestarii tardive (vezi figura 3 25, copilul II-6) etc sau analiza se face prenatal (figura 3 11) 1 2 DEZECHILIBRUL DE ÎNLANTUIRE SI CARTOGRAFOEREA GENICA Asa cum am precizat la începutul acestui capitol (vezi A 2 3), dezechilibrul de înlantuire este o asociere preferentiala a unei alele a unui locus cu o anumita alela a unui locus vecin De ex , la 78% din bolnavii cu hemocromatoza se întâlneste alela A3 a locusului HLA în timp ce frecventa ei la persoanele sanatoase este de numai 27% Pe baza acestei înlantuiri genetice s-a localizat gena hemocromatozei (HFE) într-o regiune de cîtiva cM pe cromosomul 6p; ulterior analiza dezechilibrului de înlantuire a "îngustat" regiunea cercetata la 250 k b si a permis apoi identificarea genei HFE, în care o singura mutatie (ce intereseaza codonul 282, numita C282Y) se gaseste la 85% din bolnavi Aceasta s-a produs pe un cromsom ca avea alela HLA A3 Fenomenul de dezechilibru de înlantuire se explica prin înlantuirea strânsa dintre cei doi loci si prin faptul ca posesorii lor au un stramos comun Deoarece dezechilibrul de înlantuire este rezultatul distantei dintre loci el a fost folosit pentru stabilirea oridinii genelor în cromosomi În plus, dezechilibrul de înlantuire reflecta recombinarile care au avut loc în zeci de generatii antreioare58 (zeci de meioze fara CO, fapt ce permite localizarea genei într-o regiune mai mica de 0,1 cM 1 3 DETERMINAREA SEMNIFICATIEI REZULTATELOR ANALIZELOR DE ÎNLANTUIRE: SCORUL LOD Pentru a evalua rezultatele obtinute prin analiza de înlantuire a unei /unor familii se determina probabilitatea relativa de obtinere a datelor observate, folosind un procedeu de calcul statistic, elaborat în 1955 de catre Morton El determina raportul de probabilitate a frecventei de recombinare (?) în doua ipoteze opuse: - exista înlantuire iar ? 3, care atesta înlantuirea, este necesar ca markerul polimorfic sa fie la o distanta 36 de copii) a unor repetitii trinucleotidice, CAG, (vezi capitolul 11 D) care modifica o proteina (huntingtina) cu functie înca necunoscuta Acum expansiunea CAG din gena HD poate fi identificata direct prin PCR Exista o corelatie strânsa între lungimea expansiunii CAG si vârsta de debut a simptomelor dar testarea genetica presimptomatica ridica numeroase probleme etice (vezi capitolul 20) b Localizarea genelor pentru retinita pigmentara Acest exemplu este caracteristic pentru cartografierea bolilor ce manifesta heterogenitate genetica si utilizarea metodei "genelor candidat" Retinita pigmentara (RP) (vezi caseta )reprezinta un grup de retinopatii relativ frecvent (1:4000 nn) în care se produce degenerarea retinei si mai ales a fotoreceptorilor Clinic se caracterizeaza prin reducerea progresiva a vederii periferice si nocturne si producerea orbirii RP este un exemplu tipic de heterogenitate genetica (vezi capitolul 4 A ) deoarece manifestari fenotipice relativ identice sunt produse de gene distincte: 25% din cazurile familiale se transmit autosomal dominant, 45% autosomal recesiv si 30% legat de X Studiile de înlantuire genetica cu markeri de pe cromosomul X au identificat doua gene care dau RP legate de X: una (20-40% din cazuri) este localizata în regiunea Xp11 iar cealalta (60-80%) în regiunea Xq21 RP autosomal dominanta prezinta si ea doua forme deosebite ca debut si mod de afectare a fotoreceptorilor Datorita posibilitatii existentei unor loci autosomali multipli s-au studiat numai familiile mari65 Într-una din acestea s-a evidentiat o înlantuire strânsa cu un locus marker situat pe bratul lung al cromosomului 3 Identificarea genei responsabile foloseste o strategie diferita de cea utilizata în boala Huntington si mucoviscidoza: este vorba de cercetarea genelor candidat: se selecteaza gene deja clonate care sunt localizate în aceeasi regiune cromosomica cu locusul marker din regiunea cromosomica respectiva sau gene despre care se stie ca au rol în fiziologia organului afectat Apoi se analizeaza pe rând genele candidat la un grup de pacienti cautând o eventuala mutatie Localizarea RP cu transmitere autosomal dominanta pe cromosomul 3q a dus imediat la ipoteza ca gena pentru rodopsina ce fusese deja localizata pe 3q, ar putea fi responsabila de aparitia RP Ipoteza s-a confirmat deoarece la 15% din pacientii neînruditi s-a identificat o mutatie punctiforma În restul cazurilor este vorba fie de alte mutatii neidentificate ale acestei gene, fie mai probabil mutatii ale unor gene cu alta localizare CASETA 3 6 OMIM 180100; 600132; 312600 Retinita pigmentara Definitie: grup de afectiuni ereditare în care anomaliile fotoreceptorilor (conuri si bastonase) sau ale epiteliului pigmentar retinian duc la pierderea progresiva a vederii Incidenta: 1/3 500-1/4 000 în Europa si SUA, fara specificitate etnica Manifestari clinice Initial adaptare defectuoasa la întuneric (cecitate nocturna) Ulterior limitare progresiva a câmpului vizual periferic (vedere în tunel), cu pastrarea acuitatii vizuale centrale Fund de ochi: arteriole îngustate, pigmentari intraretiniene (initial fine, ulterior grosiere), pierderea pigmentului din epiteliul pigmentar Uneori: cataracta subcapsulara (posterior), particule fine în vitros, puncte albe în retina, corpi hialini ai capului nervului optic Au fost identificate urmatoarele categorii de retinita pigmentara: * nonsindromica (fara alte localizari); poate fi familiala (multiplex), afectând mai multi membri ai familiei, sau izolata (simplex), afectând un singur individ * sindromica (afecteaza si alte sisteme, cum ar fi auzul): * sistemica (afecteaza multiple tesuturi) Patogenie: înca neelucidata complet Mutatiile afecteaza diferite proteine: rodopsina, proteine ale fototransductiei în bastonase (subunitatea ? a canalului proteic cationic cGMP si subunitatile ? si ? a fosfodiesterazei cGMP), proteine pentru mentinerea structurii discurilor segmentului extern al fotoreceptorilor, periferina si proteina 1 membranara a segmentului extern al bastonaselor Genetica: RP se transmite AD (15-25%), AR (5-20%), RX (5-15%), digenic sau mitocondrial; 40-50% din cazuri apar izolat RP se caracterizeaza prin heterogenitate genetica (mai multe gene diferite pot determina aceeasi boala), heterogenitate alelica (mutatii diferite în aceeasi gena pot determina aceeasi boala sau boli diferite) si heterogenitate clinica (indivizi diferiti cu aceeasi mutatie pot avea simptome diferite) S-au identificat mai mult de 20 de loci ce pot produce RP Diagnostic: Diagnosticul de RP se stabileste pe urmatoarele elemente: Disfunctie a conurilor: adaptare dificila la întuneric (prag final crescut al conurilor) sau electroretinograma (raspunsul conurilor cu amplitudine redusa si timp implicit prelungit sau nedetectabil); Pierdere progresiva a functiei fotoreceptorilor; Pierderea vederii periferice; Afectare bilaterala Sunt indicate: anamneza familiala pe cel putin 3 generatii si examinare clinica si oftalmologica (pentru formele sindromice) Diagnostic diferential: sindromul Usher, atrofia girata a coroidei si retinei, coroidemia, distrofia conuri- bastonase (RP centrala/ inversa), amauroza congenitala Leber, RP unilaterala Diagnostic prenatal: deocamdata indisponibil Screening neonatal: deocamdata indisponibil Sfat genetic: se identifica tipul de transmitere si se calculeaza riscul de recurenta Prognostic: în forma nonsindromica prognosticul este bun; în formele sindromice sau sistemice prognosticul poate fi umbrit de afectarea altor organe Tratament: degenerarea retiniana se trateaza cu vitamina A; cataracta se trateaza chirurgical; ochelari speciali 3 2 CLONAREA GENELOR MORBIDE PE BAZA CARTOGRAFIERII GENETICE: "CLONAREA POZITIONALA" SAU " GENETICA INVERSA" Pentru izolarea si clonarea unei gene ce produce o boala exista doua posibilitati (figura 3 31) Prima pleaca de la identificarea prealabila a defectului functional si caracterizarea functiei (deci a produsului) genei - proteina anormala; pe baza secventei de aminoacizi se construiesc oligosonde cu care se cerceteaza localizarea genei; aceasta metoda "a geneticii clasice" numita clonare functionala (deoarece pleaca de la functie la gena) a permis identificarea mai multor gene, ce produc diferite boli: hemoglobinopatii, hemofilia, etc A doua posibilitate se bazeaza pe analiza cartografiei genetice Cu ajutorul unor markeri genetici (ADN) polimorfici se izoleaza si cloneaza secventa de ADN genomic implicata într-o boala ereditara sau într-o anumita functie sau fenotip în general Apoi se stabileste secventa nucleotidica codanta pe baza careia se deduce proteina codificata Aceasta metoda, care porneste de la gena si ajunge la functie si la proteina se numeste "genetica inversa" sau "clonare pozitionala" Ea a fost aplicata cu succes la bolile genetice "cu gena necunoscuta" (de ex miopatia Duchenne, mucoviscidoza) Are avantajul ca ofera posibilitatea unui diagnostic genotipic precoce, chiar si atunci când nu au fost complet rezolvate toate etapele Strategia geneticii inverse se realizeaza în mai multe etape (figurile 3 32): (1) Identificarea unei înlantuiri genetice între locusul morbid si un marker genotipic, prin analiza segregarii lor în familiile afectate (valori ? 3) Daca nu exista "un fir conducator", un element orientativ (de ex o translocatie / microdelectie asociata cu gena cercetata), se exploreaza metodic ("genom scan") fiecare cromosom cu ajutorul markerilor genotipici spatiati la intervale regulate Aceasta etapa este destul de lunga si dificila (2) Localizarea cromosomica regionala si restrângerea locusului posibil al genei într-un teritoriu delimitat se face apropiindu-ne cât mai mult de gena, la 1-2 cM Este utila gasirea a doi markeri genotipici polimorfi care sa încadreze gena, într-un numar mare de familii afectate (3) Identificarea genei în domeniul delimitat de markeri face apel la numeroase indicii si metode; Cu ajutorul vectorilor YACs (500-1000 Kb) si BACs (50-200 Kb) se realizeaza clonarea unui numar mare de segmente de ADN din regiunea candidat Uneori este rapid identificata o "gena candidat" din regiune, pe baza functiei si localizarii ei în regiunea unde a fost localizata gena boala Indicatorul ferm al "gasirii" genei este prezenta unui exon transcris în ARN mesager matur provenind din tesuturile afectate de boala precum si a mutatiilor specifice acestei gene la bolnavi (4) Dupa descoperirea si clonarea genei se reconstituie (pe baza secventei codante) secventa de aminoacizi a proteinei si apoi se fabrica un peptid sintetic; cu ajutorul acestui peptid sintetic se fabrica anticorpi care sa permita identificarea proteinei echivalente în organism Dupa izolare, proteina este analizata structural si functional încercând obtinerea pe aceasta cale a unor informatii fiziopatologice despre boala Cu ajutorul anticorpilor se încearca elaborarea unor teste de diagnostic fenotipic, mai simple si mai putin laborioase decât diagnosticul genotipic (5) Se cerceteaza concomitent gena izolata pentru a-i descifra "anatomia", mecanismele (secventele de reglare) precum si pentru a determina leziunile prezente în genele mutante ale bolnavilor, corelatia lor cu tabloul clinic etc Vom prezenta spre exemplificare doua succese remarcabile ale "geneticii inverse": izolarea si clonarea genelor distrofiei musculare Duchenne si mucoviscidozei (sau fibrozei chistice) Ele au fost laborioase dar metodolgia folosita este utila pentru a identifica genele implicate în numeroase alte boli genetice umane a Distrofia musculara Duchenne Distrofia musculara (miopatia) Duchenne (DMD) este o boala recesiva legata de X, (vezi capitolul 11 D 2) care afecteaza baietii, la vârsta de 3-4 ani Ea se caracterizeaza prin aparitia precoce a unei slabiciuni musculare; deficitul motor creste progresiv si baietii afectati sunt de obicei invalizi la 10 ani si decedeaza prin insuficienta respiratorie catre 20 de ani O forma mai putin severa de miopatie, cu debut mai tardiv si durata de viata mai lunga este distrofia musculara Becker (DMB), cosiderata o forma alelica a DMD Clonarea pozitionala a genei DMD s-a facut prin doua abordari diferite Prima (Ray et al, 1985), a studiat cazurile rare de femei bolnave, cu tranlocatia X/autosom Autosomul implicat difera în fiecare caz dar situsul translocatiei pe X este totdeauna acelasi: Xp21 Într-unul din cazuri, cu t(X;21), segmentul de X este translocat pe bratul scurt 21, în regiunea unde sunt localizate genele ribosomale Prin clonarea ADN din X atasat la genele ribosomale s-a obtinut o secventa din X care face parte din gena DMD A doua abordare (Kunkel et al, 1985) s-a bazat pe deletia ADN ce corespunde regiunii Xp21 2 Într-un caz particular, un baiat care prezenta DMD si alte trei caractere legate de X (boala granulomatoasa cronica, retinita pigmentara si un grup sanguin rar) Printr-o tehnica ingenioasa cercetatorii au obtinut clone genomice care existau pe cromosomul X normal dar erau absente în ADN-ul acestui bolnav Una din aceste clone (pERT87) contine segmentul de ADN ce lipseste în cazul deletiei Xp21 Folosind aceasta clona ca sonda si hibridizând-o cu ADN de la alti bolnavi cu DMD (fara deletie cromosomica vizibila) s-a observat ca pERT87 era absenta, total sau partial, la multi bolnavi Deci cel putin un segment al genei DMD se gaseste în pERT87; unele deletii care implicau regiunea pERT87 se extindeau dincolo de "marginile" ei, indicând ca gena DMD este foarte mare Apoi cercetatorii folosind sondele sintetice de ADN (corepunzatoare unei parti din gena DMD) au depistat (prin Northern blot) în celulele musculare un ARNm de 14 Kb El a fost folosit pentru obtinerea si clonarea ADNc care corespunde genei DMD, o gena giganta de 2300 Kb (1,5% din cromosomul X), cu 79 de exoni Plecând de la ADNc pentru DMD s-a dedus, pe baza codului genetic, secventa de aminoacizi a proteinei codificate, numita distrofina; ea este absenta la bolnavii cu DMD La persoanele sanatoase s-a stabilit ca distrofina se localizeaza în membrana celulelor musculare si este implicata în contractia muschilor striati si cordului În majoritatea cazurilor de DMD se produc deletii totale sau partiale ale genei În distrofia musculara Becker leziunile ADN sunt localizate tot în gena DMD (de pe X p21) dar sunt mai reduse, astfel ca celulele musculare contin mici cantitati de distrofina sau o proteina asemanatoare cu talie anormala b Mucoviscidoza Mucoviscidoza sau fibroza chistica este una din cele mai frecvente boli autosomal recesive în populatiile caucaziene (1-2500 nn) (vezi capitolul 11 D 2) Boala se caracterizeaza clinic prin secretii reduse si vâscoase ale pancreasului exocrin (de unde denumirea initiala a bolii cystic fibrosis of the pancreas), care produc insuficienta pancreatica si malnutritie cronica; uneori se produce un ileus meconial (cu obstructie intestinala) la nou nascut Glandele sudoripare sunt de asemeni afectate, producându-se un nivel crescut al clorului în sudoare ("testul transpiratiei) Barbatii pot avea absenta sau obstructia canalelor deferente, fiind sterili Problema cea mai grava o reprezinta obstructia cronica a bronsiolelor prin mucus vâscos si infectiile pulmonare recidivante, care în 90% de cazuri produc decesul bolnavului (la circa 30 de ani) Datorita frecventei si gravitatii sale mucoviscidoza a constituit un obiectiv important al strategiilor de clonare pozitionala Dupa câtiva ani de cercetari, a fost stabilita în 1985 o înlantuire a genei CF (prescurtare de la "cystis fibrosis") cu markeri situati pe cromosomul 7 (Tsui et al, 1985 Foarte repede au fost testati si alti markeri ADN ai cromosomului 7 si gena CF a fost localizata în regiunea 7q31-32, între markerii met (o oncogena) si D7S8 (o secventa anonima) Distanta dintre acesti markeri era de circa 1 6 milioane Kb (circa 2cM), o regiune suficient de mare pentru a contine circa 50 de gene Prin analiza unui numar mare de familii cu CF s-a redus treptat aria de localizare a genei Cu ajutorul unor markeri situati foarte aproape de locusul CF s-a evidentiat o asociere preferentiala (un dezechilibru de înlantuire) a genei CF cu doi markeri învecinati (XV-2c si KM-19) la 90% din familiile neînrudite care aveau un bolnav de CF Într-o regiune de 500 Kb în apropierea acestor markeri au fost identificate, în 1989, patru gene; una din aceste gene avea o secventa conservata în evolutie (prezenta deci si la alte specii), care a devenit gena-candidat pentru CF Transcriptul (ARNm) al acestei gene a fost gasit în toate tesuturile afectate de CF (pancreas, plamâni, ficat, gande sudoripare) Acest ARNm matur (cu o lungime de 6129 pb corespunde unei gene (clonata prin tehnica ADNc) de circa 250 Kb, cu 27 exoni El codifica o proteina de 1480 aminoacizi, fixata în membrana celulara si consumatoare de ATP, care functioneaza ca o pompa moleculara, formând un canal pentru ionii clor; ea a fost numita proteina CFTR (de la "CF transmembrane conductance regulator") Valoarea acestei gene-candidat necesita identificarea mutatiilor prezente numai la bolnavii cu CF Prin secventierea ADNc extras de la diferite persoane s-a identificat o deletie de 3 pb care duce la disparitia unui aminoacid (fenilalanina) în pozitia 508 Aceasta mutatie (numita ? F508) se întâlneste la peste 70% din bolnavii cu CF Clonarea genei CF are multiple consecinte practice: diagnosticul prenatal în familiile cu risc; depistarea heterozigotior pentru CF (5% din populatie); elucidarea unor mecanisme patogene ale bolii; optimizarea posibilitatilor terapeutice si abordarea terapiei genice Strategia clonarii pozitionale (a geneticii inverse), verificata perfect în cazul CF, DMD, NF1 etc a adus o enorma deschidere pentru abordarea altor boli produse de gene necunoscute 3 3 ANATOMIA PATOLOGICA (MORBIDA) A GENOMULUI UMAN Strategiile de cartografiere fizica si genetica prezentate si exemplificate în acest capitol au permis identificarea si localizarea în genomul uman a peste 10 000 loci definiti printr-o gena identificata, un marker genetic sau o sonda anonima Dintre acestea 2372 sunt gene exprimate (din care 1502 sunt loci morbizi); restul sunt segmente anonime În tabelul 3 5 prezentam cele mai cunoscute boli monogenice localizate pâna în prezent, la care s-a identificat si proteina mutanta; pentru multe din ele este deja posibil un diagnostic prenatal sau presimptomatic În figura 3 36 se poate observa harta genica a cromosomilor 7 si X cu localizarile regionale ale genelor implicate în boli genetice Tabel 3 5 Exemple de boli monogenice localizate pe cromosomi prin analiza de înlantuire BOALA MOD DE TRANSMITERE LOCALIZARE Ataxia FRIEDREICH AR 9q13-21 1 Ataxia spinocerebeloasa 1 AR 6p Ataxia telangiectazia AR 11q22-23 Boala Alzheimer 1 AR 21q21-22 1 Boala HUNTINGTON AD 4q16 3 Distrofia miotonica AD 19q Distrofia musculara DUCHENNE LX Xp21 Fibroza chistica (MV) AR 7q31-32 Hipercolesterolemia cu xantomentoza AD 6p21 3 Neoplazia endrocrina multipla (1) AD 11q Neoplazia endrocrina multipla (2A) AD 10cen Neoplazia endrocrina multipla (2B) AD 1q Neurofibromatoza tip 1 AD 17q11 2 Neurofibromatoza tip 2 AD 22q Polichistoza renala tip adult AD 16p13 Polipoza familiala de colon AD 5q21-22 Retinita pigmentara LX Xp11, Xp21 Retinita pigmentara (unele familii) AD 3q21-24 Retinoblostomul AD 13q14 Sindromul ALPORT LX Xq22 Sindromul MARFAN AD 15q Sindromul X fragil LX Xq27 3 4 DIAGNOSTICUL GENELOR MUTANTE PRIN ANALIZA ÎNLANTUIRII GENETICE Ideea folosirii înlantuirii genetice dintre o gena mutanta si o gena-marker polimorfica pentru diagnosticul unor boli genetice dateaza de câteva decenii Cu toata importanta practica a acestui concept, demonstrata efectiv în câteva cazuri (înlantuirea distrofie miotonica - secretor sau deficienta în 21-hidroxilaza si locusul HLA B), valoarea diagnostica a înlantuirilor genetice a fost larg acceptata abia dupa 1980 când folosirea markerilor polimorfici ADN s-a dovedit accesibila si valoroasa mai ales în situatia în care gena morbida a fost localizata dar nu a fost clonata si deci nu se cunosc informatii despre natura moleculara sau biochimica a bolii Acest lucru este util în special în cazul mutatiilor fara expresie fenotipica (debut tardiv al bolii, lipsa de penetranta) deci într-un stadiu presimptomatic (exemplul tipic îl reprezinta boala Huntington), precum si în diagnosticul prenatal Fara a intra în detalii (vezi capitolul 9 B 2) vom preciza ca folosirea markerilor strâns înlantuiti cu o gena mutanta este o metoda de diagnostic genotipic indirect care reclama o serie de conditii: sa existe o înlantuire strânsa între mutatie si marker astfel ca o recombinare prin CO sa fie improbabila; familia sa fie informativa deci sa fie disponibili pentru analiza atât bolnavul cât si ascendentii sai iar toti sa fie heterozigoti pentru ambii loci: boala si marker; sa se cunoasca faza de înlantuire a genelor-boala si marker sau sa poata fi presupusa cu mare probabilitate Vom preciza de asemenea ca exista pericolul unui diagnostic eronat daca: (1) se produce un CO meiotic între cei doi loci care nu sunt strâns înlantuiti (de ex în cazul unui marker ce prezinta 5% recombinari cu locusul morbid riscul de eroare al diagnosticului este 5%; în acest caz acuratetea diagnosticului poate fi sporita daca se folosesc doi markeri genetici ce flancheaza gena mutanta); (2) nu se alege corect markerul în bolile cu heterogenitate genetica Diagnosticul bazat pe înlantuire genetica implica studiul extensiv al mai multor membri ai familiei fapt ce creste dificultatea si costul analizelor dar mai ales ridica probleme particulare de etica medicala (consimtamântul, confidentialitatea, accesul limitat la informatii a membrilor familiei, implicatiile deciziei si rezultatelor, informatii neasteptate de tipul nonpaternitatii etc) 4 PROIECTUL GENOM UMAN Rezultatele obtinute prin cartografierea genetica si fizica a unor gene morbide au generat un consens al comunitatii stiintifice asupra necesitatii descifrarii întregului genom uman, decisiva pentru întelegerea geneticii umane, cu un beneficiu potential considerabil pentru sanatatea umana "Proiectul genom uman" a fost lansat în 1990 si reprezinta un model de cooperare interdisciplinara si internationala pentru a cartografia si secventia tot ADN uman pâna în 2005 Coordonarea activitatilor pe care le fac diferite grupuri de cercetatori din peste 20 de tari este asigurata de The Human Genome Organization (HUGO) Proiectul are trei obiective majore: (1) o harta a markerilor genetici; (2) o harta fizica; (3) secventierea completa a genomului uman (3 giga baze) S-au facut progrese importante în realizarea acestor obiective în primul rând datorita dezvoltarii unor tehnologii performante, bazate pe automatizare si computere Harta genetica Asa cum am precizat anterior, prin analiza de înlantuire si clonare pozitionala se pot identifica genele implicate în producerea multor boli umane, chiar fara sa cunoastem de la început functia acestor gene Metodele dezvoltate necesita însa existenta unei harti genetice precise si deaceea a fost firesc ca elaborarea unei astfel de harti, cu markeri informativi spatiati la 2-5 cM, sa reprezinte prioritatea Proiectului Tehnologia de productie a markerilor genetici s-a perfectionat si în 1994 mai mult de 5000 de astfel de markeri (în special minisateliti) au fost plasati pe prima schita de harta genetica (de "joasa rezolutie") Harta a fost apoi completata si include în prezent peste 20 000 de markeri polimorfici, distribuiti în întreg genomul, la intervale mai mici de 1 cM Cu aceasta gama larga de markeri strâns înlantuiti poate fi gasita orice gena Recent a început identificarea si cartografierea a circa 100 000 de SNPs (de la single nucleotid polymorhism), variante ale unui singur nucleotid usor de procesat prin noile tehnologii automate (DNA chips) Harta fizica A doua etapa a proiectului consta în realizarea unei harti de restrictie prin determinarea situsurilor de restrictie din jurul markerilor genetici, care sa permita obtinerea unor fragmente de ordinul 106 pb (deci 1cM), prin sectionare cu enzime de restrictie care taie "rar" genomul uman (producând fragmente mari) ce vor fi separate prin electroforeza în câmp pulsatil Fragmentele vor fi clonate în cromosomi artificiali (YACs, BACs, PACs, cosmide) si apoi ordonate cu ajutorul STSs, indicatori fizici valorosi (un fel de "amprente genetice") pentru a pune clonele în ordinea în care se gasesc în genom, cu ajutorul computerelor S-a realizat (1998) o harta de distributie a pecte 44 000 de STSs, distribuite la intervale de circa 100 Kb Secventierea completa a genomului uman Ultima etapa si cea mai laborioasa este determinarea secventei nucleotidice reale a setului de clone suprapuse, ordonat dupa pozitia naturala în genom Ea va putea fi realizata numai cu ajutorul masinilor automate de secventiat Dar aceasta nu înseamna ca genele structurale sunt usor de identificat printre numeroasele secvente necodante ce alcatuiesc 95% din ADN uman Au fost elaborate alte tehnologii sofisticate pentru realizarea acestei sarcini de o mare dificultate Asa cum am mai spus în februarie 2001 a fost publicata schita secventei genomului uman Consecintele cartografierii genomului uman pentru biologia si genetica umana vor fi probabil enorme deoarece vor permite elucidarea structurii si functiei genomului uman în stare normala si patologica Cercetarile nu se vor încheia în 2005 deoarece întelegerea complicatelor mecanisme ale reglarii expresiei genice, interactiunile dintre gene (genomics) sau dintre proteinele (proteomics) ce alcatuiesc organismul uman - vor reprezenta noi obiective, considerabile prin dficultati si, evident, prin implicatii La aceasta se va adauga dezvoltarea terapiei genice si identificarea genelor ce contribuie, alaturi de mediu, la producerea bolilor comune ca hipertensiunea arteriala, boala coronariana, diabetul zaharat, psihoze, etc Aceasta actiune a fost deja demarata si va duce cucertitudine la cunoasterea mai exacta a mecanismelor de producere a bolilor, cresterea eficientei tratamentului si mai ales a profilaxiei lor (pe baza identificarii riscului individual), printr-o veritabila medicina predictiva Mendel (1865) a fost primul care a intuit existenta unor "factori ereditari" (numiti mai târziu gene) ce determina formarea caracterelor fenotipice ereditare Aforismul "o gena ? un caracter" a dominat genetica clasica pâna când s-a stabilit ca genele sunt alcatuite din ADN iar substratul molecular al oricarui caracter este o proteina structurala sau o enzima Conceptul clasic "o gena ? un caracter" a devenit "o gena (ADN) ? o proteina", postulând ca informatia ereditara continuta în ADN se exprima prin sinteza unor proteine specifice, care stau la baza caracterelor Acest proces, care reprezinta în fond functia genei, este precis coordonat si reglat în raport cu programul dezvoltarii ontogenetice a organismului sau de catre necesitatile sale în anumite conditii metabolice, impuse de mediu A CONCEPTIA CLASICA DESPRE FUNCTIA GENEI 1 GENA UNITATE DE FUNCTIE SI MUTATIE Relatia "o gena ? un caracter" este axioma fundamentala a geneticii clasice Aceasta "dogma" poate fi demonstrata prin studiul mutatiilor: modificarea genei va produce o modificare ereditara a caracterului determinat de gena Exemplele sunt numeroase si cunoscute Sa reamintim ca pe cromosomul X exista o gena care determina prezenta pigmentului melanic în iris si retina; mutatia ei are drept consecinta absenta melaninei si albinismul ocular Oricât ar parea de paradoxal la prima vedere, mutatia "developeaza" existenta unei gene normale si da informatii privind modul ei de actiune si de transmitere Geneticianul depinde de aparitia mutatiilor pentru "a învata" cum se produce si se transmite un caracter normal De aceea, deseori denumirea unei gene normale s-a facut printr-o abreviere de 2-3 litere a efectului genei mutante (denumit în limba engleza) iar numele locusului, dupa prima mutatie detectata66 De ex: - CF de la "cystic fibrosis" (sau mucoviscidoza); - FH de la "familial hypercolesterolemia"; - PKU de la "phenylketonuria"; - NF1 de la "neurfibromatosis" tip I; - DMD de la "Duchenne muscular dystrophy"; - PKD de la "polycystic kidney disease", s a Gena normala evidentiata prin mutatie (denumita uneori "gena de tip salbatic", pentru a sublinia forma "standard" sub care se gaseste deobicei în natura), se noteaza cu semnul + dupa denumirea efectului fenotipic al mutatiei; în functie de modul de transmitere genele dominante se scriu cu majuscule, iar cele recesive cu litere mici În prezent, actiunile de "descifrare" a genomului uman au impus utilizarea unei terminologii si nomenclaturi unice (internationale) a genelor (care se regaseste în "GENATLAS", accesibil "în linie" la adresa http://www infobiogen fr) Se poate concluziona ca în toate studiile de genetica clasica se pleca de la caracter la gena iar gena era considerata unitatea de functie si de mutatie Relatia "o gena ? un caracter", care reflecta în esenta relatia "genotip ? fenotip", (vezi capitolul 1 B 3), este însa mult mai complexa, deoarece: * alaturi de caracterele "monofactoriale" sau monogenice, produse de o singura pereche de gene alele, exista numeroase caractere poligenice sau "multifactoriale", determinate prin actiunea mai multor gene nealele si influentate de factori de mediu; de obicei caracterele monogenice sunt caractere calitative, iar cele poligenice / multifactoriale sunt cantitative; * în unele cazuri o gena poate avea efecte multiple si poate determina mai multe caractere; acest fenomen se numeste pleiotropie; în alte cazuri doua sau mai multe gene participa la realizarea unui caracter; * exista numeroase interactiuni alelice, nonalelice si cu mediul - care influenteaza efectul genei, momentul sau tipul celular în care se exprima o gena; * mutatii ale unor gene diferite se pot manifesta fenotipic identic sau asemanator; acest fenomen se numeste heterogenitate genetica 2 POLIGENIA Anumite caractere fenotipice complexe, normale sau anormale) sunt produse prin actiunea mai multor gene nealele (situate în loci diferiti) care au efecte cantitative, mici si aditive (cumulative) Acest fenomen se numeste poligenie În acest caz "abaterea" de la regula "o gena ? un caracter" este aparenta, deoarece fiecare gena determina "o parte" din caracter Numarul de gene care participa la realizarea caracterului este necunoscut; el variaza la persoane diferite si de aceea distributia caracterului respectiv în populatie va corespunde unei curbe normale, de tip Gaussian (distributie continua) În figura 4 1 sunt prezentate doua caractere normale - talia si tensiunea arteriala sistolica - care prezinta, într-o populatie neselectionata, o distributie continua Trebuie sa subliniem doua caracteristici esentiale ale poligeniei: * genele care produc caracterul actioneaza independent unele de altele; între ele nu exista relatii de dominanta-recesivitate sau epistazie; * expresia fenotipica a genelor poate fi frecvent influentata de factori de mediu; de aceea caracterele produse prin actiunea combinata a mai multor factori genetici si factori negenetici se numesc curent caractere multifactoriale Acest termen este mai larg si nu trebuie echivalat cu cel de poligenie; acesta are un sens mai restrictiv si nu implica o componenta de mediu Caracterele multifactoriale normale (talia, tensiunea arteriala, culoarea pielii, inteligenta s a ) sau anormale (numeroase boli comune, malformatii congenitale izolate / unice, unele forme de cancere etc ) sunt frecvente si ele vor fi discutate pe larg într-un capitol distinct Vom sublinia totusi aici ca în aceste caractere multifactoriale componenta genetica este deseori reprezentata totusi de un numar mic de gene, ce prezinta mai multe variante alelice în populatie (unele dintre ele având efecte calitative, majore); în acest caz se vorbeste de oligogenie 3 PLEIOTROPIA Prin pleiotropie (sau polifenie) defineste fenomenul în care o singura gena (dominanta) sau o pereche de gene (recesive) produc efecte fenotipice diverse în mai multe sisteme de organe si functii În genetica clinica se întâlnesc numeroase cazuri de pleiotropie, ce reprezinta diferite sindroame67 Un frumos exemplu îl reprezinta sindromul Marfan (vezi si caseta 4 1) Acesta se caracterizeaza prin trei categorii de semne: * modificari scheletice: membre lungi, degete lungi si fine (arahnodactilie), hiperlaxitate articulara (ce produce frecvent luxatii), deformatii ale coloanei vertebrale (cifoza, scolioza) sau ale sternului (pectus carinatus sau excavatum) etc; * modificari oculare: subluxatie/ectopie de cristalin, miopie sau hipermetropie forte, megalocornee etc ; * modificari cardiovasculare: anevrisme (dilatatii) ale aortei, prolaps de valva mitrala etc CASETA 4 1 OMIM 154700 Sindromul Marfan Definitie: Afectiune a tesutului conjunctiv transmisa autosomal dominant, cu expre-sivitate variabila, si manifestata sub forma de anomalii oculare, articulare si cardio- vasculare Incidenta: 1/10 000, fara predilectie geografica sau etnica Manifestari clinice: Boala se manifesta cu anomalii în trei sisteme major: scheletic, ocular, cardio-vascular; mai rar se întâlnesc afectari cutanate, pulmonare si durale Anomaliile scheletice includ: talie înalta disproportionata (pe seama membrelor), arahnodactilie, deformari ale sternului, scolioza, laxitate si hipermobilitate articulara Anomaliile oculare sunt reprezentate de miopie, subluxatie de cristalin, cornee plata, hipoplazie iriana Malformatiile cardio-vasculare includ: prolaps de valva mitrala, insuficienta aortica, dilatatia si ruptura aortei ascendente Multe semne ale sindromului Marfan se dezvolta cu vârsta Patogenie: în sindromul Marfan se produce - prin mutatia genei FBN1 - o alterare a structurii tesutului conjunctiv, care explica manifestarile sale clinice Gena FBN1 codifica fibrilina 1, o glicoproteina extracelulara ce formeaza microfibrile în structura tesutului conjunctiv Mutatiile FBN1 sunt foarte variate si produc boala printr-un fenomen de dominanta negativa (la heterozigotii An, fibrilina modificata produsa de gena A, inhiba formarea de microfibrile desi gena n codifica o fibrilina normala) Circa 20 % din cazuri sunt produse de mutatii noi Interesant de subliniat ca unele mutatii produc sindroame înrudite cu sindromul Marfan: arahnodactilia familiala, fenotipul MASS (de la mitral, aorta, skeletal, skin), ectopia de cristalin AD Genetica: gena FBN1 este localizata pe 15q15 si se transmite autosomal dominant Bolnavii au risc de 50% de a avea un copil afectat cu sindrom Marfan Diagnostic: Pentru afirmarea diagnosticului de Sindrom Marfan este necesara îndeplinirea urmatoarelor conditii: * Cazul index: criterii majore în cel putin doua sisteme diferite si implicarea unui al treilea; * Membri ai familiei: prezenta unui criteriu major si anamneza familiala pozitiva Diagnostic prenatal, screening neonatal: posibil în cazurile cu risc, prin analiza mutatiei sau studii de înlantuire Nu se foloseste pe scara larga Prognostic: rezervat datorita afectarii cardio- vasculare Tratament: medical (beta blocante, pentru a încetini progresia dilatatiei aortice; profilaxie cu antibiotice, pentru profilaxia unei endocardite) si chirurgical pentru complicatiile cardio- vasculare si osteo- articulare Toate modificarile fenotipice din sindromul Marfan sunt rezultatul unei singure mutatii genice, ce se transmite autosomal dominant Aparent, în acest caz exista o abatere de la regula "o gena ? un caracter" dar explicatia efectelor multiple produse de o singura gena este (astazi) simpla: mutatia genica determina un defect în structura primara a fibrilinei, componenta majora a tesutului conjunctiv Manifestarile multiple, produse prin alterarea tesutului conjunctiv în diferite teritorii, au o legatura patogenica (un mecanism comun) În acest caz pleiotropia este relationala Într-un alt sindrom pleiotrop, sindromul Treacher-Collins, perturbarea dezvoltarii fetale a celui de al doilea arc branhial va produce modificari regionale corelate în structurile ce se dezvolta din acest arc: ureche, maxilar superior si mandibula; pleiotropia este evident relationala68 Pentru numeroase afectiuni pleiotrope conexiunea dintre diferite manifestari nu este nici evidenta si nici bine înteleasa În aceste cazuri se vorbeste de o pleiotropie nerelationala De ex , în sindromul Bardet-Biedl nu exista (înca) o legatura patogenica evidenta între diferitele sale semne: polidactilie, obezitate, surditate, hipogonadism, retinita pigmentara si retard mintal Aceasta "secventa" naturala de modificari (care apar succesiv, la vârste diferite) este produsa însa de o singura cauza: o mutatie recesiva a unei perechi de gene alele (homozigota) Progresul posibilitatilor actuale de explorare si analiza va elucida probabil mecanismul comun al manifestarilor multiple în pleiotropia nerelationala Recent, în unele sindroame considerate pleiotrope s-au evidentiat microdeletii cromosomice (vezi capitolul 10 C 3); de ex sindromul WAGR (Wilms tumor-aniridia-genital defects-retardation syndrom produs de o microdeletie în regiunea 11p13) Pierderea mai multor gene diferite dar vecine, situate în aceiasi regiune cromosomica, ar explica diversitatea si lipsa de corelatie a manifestarilor clinice Aceste cazuri numite si "sindroame ale genelor contigue" (sau învecinate) ies însa din "sfera" pleiotropiei, care se refera, prin definitie, la efectele multiple ale unei singure gene Trebuie sa subliniem faptul ca în practica medicala sindroamele pleiotrope ridica probleme dificile de diagnostic pentru ca semnele (care în ansamblu lor pun diagnosticul de sindrom) nu sunt prezente totdeauna în totalitatea lor (fie ca unele nu se manifesta decât la anumite vârste, fie ca pur si simplu nu apar, datorita unei expresivitati variabile) 4 INTERACTIUNILE GENEI Expresia fenotipica a unei gene poate depinde de: interactiunile cu gena alela (situata în acelasi locus pe cromosomul omolog), influenta altor gene si/sau actiunea mediului 4 1 INTERACTIUNILE ALELICE Genele alele, situate în loci omologi, pot fi identice (la homozigoti) sau diferite (la heterozigoti) În stare heterozigota (A/a)69 manifestarea genelor alele depinde de relatiile "de forta" care se stabilesc între ele Uneori se manifesta fenotipic numai una din genele alele si atunci gena si caracterul corespunzator (A) sunt numite dominante Gena (a) care nu se exprima în aceasta situatie se numeste recesiva; ea se manifesta numai în stare homozigota (a/a) sau la hemizigoti XaY) Alteori, la heterozigoti se manifesta fenotipic ambele gene alele; în aceasta situatie genele sunt codominante De ex , intre alelele A1, A2, B si 0 ale locusului grup sanguin AB0 se stabilesc urmatoarele relatii de dominanta si recesivitate: genele A1, A2 si B sunt dominante fata de gena 0 De aceea, genotipurile A1/o, A2/o si B/o vor corespunde grupelor A1, A2 si respectiv B; fenotipul 0 va fi determinat de genele recesive o/o; gena A1 este dominanta fata de A2 si genotipil A1/A2 va determina fenotipul A1; genele A1, A2 si B sunt codominante între ele, producând fenotipul A1B sau A2B Este important de precizat ca notiunile de dominanta si recesivitate sunt valabile pentru caracter, se refera deci la fenotip: genele sunt clasificate ca dominante sau recesive pe baza expresiei lor fenotipice Totusi, asa cum vom vedea mai departe (Capitolul 4 B 1), la nivel molecular sau biochimic nu se poate face nici o distinctie între genele "dominante" sau "recesive", deoarece de cele mai multe ori ambele tipuri de gene se manifesta, codifica o proteina În sfârsit, vom mentiona ca dominanta poate fi completa, atunci când fenotipul heterozigotului A/a este identic cu cel al homozigotului A/A (de ex , în sindromul Marfan) sau incompleta (partiala)70, când fenotipul heterozigotului A/a este intermediar între cel al homozigotilor A/A si a/a; deaceea în unele boli cu transmitere dominanta (de ex , hipercolesterolemia familiala (vezi capitolul 11 E 1) homozigotii A/A sunt mult mai grav afectati decât heterozigotii A/a 4 2 INTERACTIUNILE NEALELICE Expresia fenotipica a unei gene nu depinde întotdeauna numai de gena însasi, fiind deseori influentata de actiunea altei/altor gene (nealele), deci de "fondul genetic" al organismului, la care se poate adauga si efectul unor factori de mediu Aceste actiuni determina gradul de penetranta si expresivitate a unei gene sau sunt implicate în fenomenul de epistazie a Penetranta defineste probabilitatea unei gene mutante de a se manifesta fenotipic (indiferent de intensitate) Este o notiune cantitativa (de tipul "tot sau nimic") valabila în special pentru genele dominante71, în stare heterozigota Multe gene au o penetranta completa, puternica, si se manifesta ori de câte ori exista în genotip Exista însa gene mutante care au o penetranta incompleta, redusa În aceste cazuri, unele persoane (de ex III 3 din figura 4 2) poseda gena anormala, ce produce camptodactilia, care nu se poate manifesta fenotipic ("nonpenetranta") dar se transmite la urmasi, unde se exprima mai mult sau mai putin complet; se realizeaza astfel "un salt" peste o generatie Cauzele penetrantei incomplete, reduse, nu sunt clare dar se discuta efectul antagonic al unor gene ("supresoare" sau "epistatice") si/sau al unor factori de mediu Asupra fenomenului de penetranta vom reveni mai pe larg ulterior (vezi capitolul 5 D 5); vom preciza însa ca penetranta este un termen clinic ce poate fi influentat de vârsta si sex, precum si de capacitatea de explorare a fenotipului pacientului b Expresivitatea reprezinta gradul (intensitatea sau severitatea) de manifestare clinica (fenotipica) a unei gene mutante si penetrante la bolnavii din aceeasi familie (figura 4 2) sau din familii diferite Expresivitatea, spre deosebire de penetranta, este o notiune calitativa Deseori genele dominante cu efecte multiple (pleiotrope) se manifesta diferit la persoane cu acelasi genotip (A/n) În aceste cazuri expresivitatea variabila poate interesa: spectrul semnelor (anomaliilor) manifeste, severitatea, vârsta de debut a bolii sau a unor elemente componente La bolnavii diferiti din aceeasi familie se pot întâlni forme complete de boala, forme partiale sau fruste (oligo- / monosimptomatice) De ex , la bolnavii cu sindrom Marfan pot sa nu apara toate anomaliile celor trei sisteme afectate (schelet, ochi, aparat cardiovascular) sau severitatea clinica poate sa fie diferita De mentionat ca expresivitatea variabila este frecventa în bolile dominante autosomale pleiotrope, dar se poate întâlni la toate bolile ereditare, indiferent de modul de transmitere Cauzele expresivitatii variabile nu sunt deobicei cunoscute (vezi si 5 D 5) Se invoca factori de mediu ce influenteaza intensitatea de manifestare a bolii, interactiunea genei boala cu alte gene, numite modificatoare si în final mutatii diferite (ca localizare si efecte) în aceiasi gena ("heterogenitate alelica") O dovada indirecta a existentei genelor modificatoare o reprezinta expresia mai frecventa sau exclusiva a unor caractere (determinate de gene autosomale) la un anumit sex De ex: calvitia frontala, guta si keratoza palmoplantara - mai frecvente la barbati si aplazia smaltului dentar sau caderea precoce a dintilor - mai frecvente la femei Asa cum am precizat, penetranta si expresivitatea unor gene mutante sunt termeni clinici Cunoasterea lor are o deosebita importanta practica deoarece poate influenta calitatea diagnosticului si, functie de aceasta, corectitudinea sfatului genetic: neindentificarea prezentei unei gene mutante (nonpenetranta sau manifestare oligo / monosimptomatica) la o persoana purtatoare va duce la o evaluare gresita a riscului de recurenta la urmasi Un alt fenomen de interactiune genica se refera la situatiile în care doua sau mai multe gene interactioneaza în realizarea normala a unui caracter; daca una din gene sufera o mutatie ea suprima efectul celeilalte / celorlalte gene Fenomenul în care o gena interfereaza / suprima expresia fenotipica a unei alte gene nealele se numeste epistazie De exemplu, dezvoltarea si functia normala a aparatului auditiv este dependenta de implicarea a doua perechi de gene: una (D/D) controleaza formarea normala a cohleei, iar cealalta (E/E) - dezvoltarea nervului auditiv Mutatia uneia din aceste gene (d/d sau e/e) produce surditate chiar daca cealalta pereche de gene este normala; o cohlee normala (D/D) nu poate functiona daca nu se dezvolta nervul acustic (e/e) si invers nedezvoltarea cohleei (d/d) determina surditate (de perceptie) chiar daca nervul este integru (E/E) Un alt exemplu de epistazie îl reprezinta statusul secretor, definit prin capacitatea unor indivizi ("secretori") de a elimina / secreta antigenele de grup sanguin ABO în secretii (saliva, lacrimi, lichid spermatic etc ) Aceasta proprietate este determinata de o gena dominanta Se/- ; în stare recesiva (se/se) nu se produc aceste antigene si indivizii sunt "nesecretori", chiar daca exista genele AB0 Epistazia poate fi realizata fie de prezenta unei gene supresoare (epistatice) în stare recesiva (aa), fie de prezenta unei gene dominante (An) si de aceea exista o epistazie recesiva, în primul caz, sau o epistazie dominanta, în al doilea caz Indiferent de tip se pune firesc întrebarea: cum poate o gena sa afecteze expresia altor gene? În exemplul surditatii rezulta evident ca dezvoltarea anormala a caracterului (aparat auditiv, în acest caz) depinde de dezvoltarea /realizarea ordonata a unor parti anatomice componente (cohlee; nerv acustic), fiecare controlata de o gena distincta În alte cazuri de interactiune genica este vorba de o cale metabolica simpla sau ramificata, în care fiecare etapa este controlata de o enzima distincta, codificata de o anumita gena; mutatia unei gene si absenta unei enzime blocheaza calea metabolica si împiedica aparitia produsului final, chiar daca celelalte gene si enzime sunt normale În cazul caracterului secretor gena Se/- si genele ABO actioneaza în diferite etape ale formarii antigenelor de grup sanguin într-o forma hidrosolubila (vezi 4 B 5) 4 3 INTERACTIUNILE GENELOR CU MEDIUL Nu trebuie sa uitam ca activitatile tuturor genelor au loc în mediul celular, care la rândul lui este influentat de factori ai mediului extern De aceea, gradul de penetranta si expresivitate a multor gene depinde, într-o oarecare masura, de factorii de mediu (fizici sau chimici) La Drosophila, variatiile de temperatura pot reduce penetranta unor gene de la 100% la zero sau pot influenta intensitatea lor de expresivitate La om, expresivitatea variabila a polidactiliei este foarte probabil conditionata de mediu: faptul ca o persoana poate avea un deget suplimentar complet la o mâna si nici unul sau numai un rudiment la cealalta mâna sau la picior pledeaza pentru actiunea unui factor de mediu uterin care a interferat expresivitatea genei Sa ne reamintim ca efectele nocive ale fenilcetonuriei (PKU) se manifesta numai atunci când se acumuleaza fenilalamina prin aport alimentar (vezi capitolul 1 B 2 1 c); eliminarea acestui aminoacid din alimentatie previne retardul mintal pe care-l poate cauza expresia completa a genei pentru PKU Raspunsul variabil al diferitelor persoane la anumite medicamente (farmacogenetica), reprezinta un alt exemplu convingator al interactiunii dintre gene si factorii de mediu Este deja cunoscut (vezi capitolul 1 B 2 3 b) efectul antimalaricelor, sulfamidelor sau al consumului de bob la persoanele cu deficienta în G6PD: absenta enzimei, de obicei nemanifesta, devine evidenta (printr-o criza de anemie hemolitica) dupa actiunea acestor factori de mediu 5 HETEROGENITATEA GENETICA Numeroase boli ereditare umane, indiferent de modul lor de transmitere, prezinta o heterogenitate genetica Termenul se refera de regula la situatia în care mutatii genice (genotipuri) diferite determina un fenotip identic sau asemanator Heterogenitatea poate fi produsa de mutatii în loci diferiti (heterogenitate de locus sau nonalelica) sau mutatii diferite în acelasi locus (heterogenitate alelica) sau de ambele a Heterogenitatea de locus / nonalelica poate fi usor demonstrata prin analiza arborilor genealogici ai diferitelor familii în care o boala genetica se manifesta identic; aceasta analiza genealogica va evidentia modalitati diferite de transmitere ale aceleiasi afectiuni, dovedind existenta unor mutatii diferite în loci diferiti Ele vor fi apoi confirmate prin studiul ADN De ex , retinita pigmentara - o cauza frecventa de afectare si pierdere a vederii, datorata degenerarii retiniene însotita de o distributie anormala a pigmentului în retina - se prezinta sub forme de transmitere ereditara diferite: autosomal dominante (12 forme), autosomal recesive (5 forme) si legat de X (trei forme) Au fost localizate peste 20 de regiuni cromosomice72 ce contin loci care produc retinita pigmentara (dintre acestia 8 au fost deja identificati) Exista multe alte exemple de heterogenitate de locus: albinismul, surditatea congenitala, hipotiroidia congenitala etc În prezent, analiza genotipica moleculara (la nivel ADN) a demonstrat ca multe afectiuni cu un mod unic de transmitere pot fi heterogene De exemplu, nanismul hipofizar, osteogenesis imperfecta, rinichiul polichistic etc pot fi produse de mutatii în loci diferiti (tabelul 4 1) Evident, în aceeasi familie toti bolnavii vor avea acelasi genotip sau, mai exact, aceeasi mutatie Tabel 4 1 Exemple de boli în care exista heterogenitate de locus Boala Descriere Cromosomii pe care sunt localizati locii-boala Boala Alzheimer Dementa progresiva 1, 4, 19, 21 Boala Charcot-Marie-Tooth Neuropatie periferica 1, 5, 8, 11, 17, X Boala polichistica renala a adultului (ADPKD) Acumulare de chisti renali ducând la insuficienta renala cronica 16, 4 Cancerul colorectal nonpolipozic ereditar (AD) Cancer colorectal 2p, 2q, 3, 7 Cancer de sân ereditar (AD) Predispozitie la cancer de sân sau ovar aparut precoce 13, 17 Melanomul familial Cancer piele 1, 9 Osteogenesis imperfecta Boala oaselor de sticla 7 si 17 Retinita pigmentara Retinopatie progresiva si pierderea vederii > 20 regiuni cromosomice Scleroza tuberoasa Convulsii, angiofibroame faciale, macule hipopigmentate pe piele, retard mintal 9, 16 b Heterogenitatea alelica este reprezentata de mutatii diferite în acelasi locus (aceeasi gena) care produc fenotipuri asemanatoare clinic, deosebite doar prin intensitatea de manifestare a bolii Un exemplu caracteristic îl reprezinta distrofia musculara Duchenne si boala Becker - afectiuni caracterizate prin atrofie musculara progresiva si inexorabila; ele sunt determinate de mutatii diferite ale aceleiasi gene (locus), situat pe cromosomul X Desi efectele fenotipice sunt asemanatoare, boala Becker este o forma moderata de distrofie musculara Explicatia acestui fenomen este ca unele alele nu abolesc complet sinteza si deci functia unei proteine Exista numeroase alte exemple de heterogenitate alelica: mucoviscidoza (forme cu sau fara insuficienta pancreatica), hemofilia A, beta-talasemia, neurofibromatoza, surditatea, boala Tay-Sachs etc Se spune ca heterogenitatea alelica este o regula în bolile mendeliene la om De aceea în multe boli recesive persoanele afectate nu au genotipuri pur homozigote; ele sunt heterozigoti compusi deoarece au doua alele mutante diferite (a1/a2) În unele afectiuni genetice (de exemplu, mucopolizaharidozele, homocistinuria, osteogenesis imperfecta, surditatea congenitala etc ) se întâlnesc ambele forme de heterogenitate, alelica si nonalelica (de locus) Un exemplu sugestiv îl reprezinta sindromul Ehlers-Danlos (SED ) (vezi capitolul 11 B 5), o afectiune a tesutului conjunctiv (produsa printr-un defect în structura colagenului) caracterizata prin hiperelasticitate cutanata, hiperlaxitate articulara si fragilitate tisulara crescuta SED prezinta mai multe subtipuri clinice definite si prin alte semne clinice, care le diferentiaza În familii diferite SED se transmite diferit - autosomal dominant sau recesiv, legat de X - demonstrând o veritabila heterogenitate de locus Analiza clinica si moleculara releva cel putin 10 tipuri distincte de SED si o ampla heterogenitate alelica; exista, spre exemplu, sase forme autosomal dominante, din care cel putin o parte sunt produse de mutatii diferite ale aceluiasi locus (variante alelice) c Heterogenitatea clinica Trebuie sa mentionam ca heterogenitatea alelica nu produce totdeauna fenotipuri asemanatoare Din contra, mutatii diferite ce intereseaza aceeasi gena (în exoni diferiti) pot avea un aspect clinic variat, producând uneori chiar boli diferite; acest fenomen se numeste heterogenitate clinica sau fenotipica De exemplu, mutatii diferite în gena pentru ? globina produc sicklemia (AR), ? talassemia (AR), hemoglobina instabila (AD) si methemoglobinemia (AD) Sindromul Hurler si sindromul Scheie sunt doua forme diferite de mucopolizaharidoza (boala de stocaj a mucopolizaharidelor în lizozomi) desi sunt produse de variante alelice ale aceleiasi gene (care afecteaza aceiasi enzima, alfa-L-iduronidaza) distinte Un alt exemplu: unele mutatii în gena RET (11q12) (ce codifica un receptor tirozinkinazic, implicat în migrarea celulelor din creasta neurala) care se însotesc de pierderea functiei genei, produc o insuficienta dezvoltare a ganglionilor colonici si secundar distensia colonului, tulburari de motilitate si constipatie severa cronica (boala Hirschprung); alte mutatii în aceiasi gena, care se însotesc de câstig de functie, produc trei forme de cancer ereditar al glandelor tiroida si suprarenala (neoplaziile endocrine multiple MEN2A si MEN2B precum si cancer medular tiroidian); un al treilea grup de mutatii în gena RET produc ambele boli la acelasi individ Din exemplele prezentate mai sus rezulta ca heterogenitatea clinica este frecventa si importanta; explicatia cea mai simpla a acestui fenomen este ca exoni si, implicit, domenii distincte ale unei proteine pot îndeplini functii diferite, iar prin mutatii variate în aceeasi gena sunt afectate aceste functii, rezultând boli diferite d Importanta practica a fenomenului de heterogenitate genetica si clinica Fenomenul de heterogenitate genetica, frecvent intâlnit în eredopatologie, are o deosebita importanta practica pentru acuratetea diagnosticului clinic si etiologic, tratamentul diferentiat al unei manifestari clinice produsa de genotipuri diferite si, bineînteles, pentru realizarea unui sfat genetic corect (în functie de modul diferit de transmitere) Iata succint câteva exemple si deci argumente care demonstreaza importanta practica a cunoasterii acestui fenomen * Tratamentul În cazul unei afectiuni cu heterogenitate genetica (de ex , hemofilia A si B; hiperfenilalaninemie) diagnosticul va fi incomplet daca nu se precizeaza tipul etiopatogenic si acest lucru poate avea consecinte negative în tratament; aplicarea unei terapii identice unor boli genotipic diferite, dar cu aceeasi manifestare clinica, risca sa fie deseori fara succes De exemplu, hiperfenilalaninemia, care produce secundar debilitate mintala, poate fi cauzata de o deficienta a enzimei fenilalaninhidroxilaza (în PKU, forma clasica) sau de unele anomalii ale metabolismului biopterinei; PKU poate fi tratata cu succes prin restrictia dietetica a fenilalaninei în timp ce în a doua situatie acelasi tratament este ineficace * Prognosticul bolilor cu heterogenitate alelica (de ex , distrofie musculara Duchenne si distrofie musculara Becker) este deasemeni diferit * Sfatul genetic Riscul de recurenta a retinitei pigmentare este 50% în formele autosomal dominante, 25% în cazurile autosomal recesive si 50% la baieti în formele recesive legate de X; fara precizarea modului de transmitere, deci a diagnosticului etiologic, sfatul genetic în retinita pigmentara nu poate fi corect realizat B CONCEPTIA ACTUALA DESPRE FUNCTIA GENEI 1 GENELE CONTROLEAZA SINTEZA PROTEINELOR Explicând functia genei prin relatia "o gena ? un caracter", genetica clasica nu a putut raspunde la întrebarea: "cum actioneaza genele în formarea, dezvoltarea si functia organismului?" Prima formulare a unui raspuns corect apartine unui medic englez sir Archibald Garrod, care postuleaza o legatura specifica între gene si proteine În 1902, Garrod descrie alcaptonuria, o boala ereditara care se transmite în succesiunea generatiilor în concordanta cu legile lui Mendel Bolnavii sufera de artrita si urina lor devine neagra dupa expunerea la aer Garrod a presupus ca boala este determinata de un bloc biochimic produs de lipsa enzimei care metabolizeaza acidul homogentizic (figura 4 3) Simptomatologia bolii este rezultatul acumularii acidului homogentizic în organism ca urmare a "barajului" caii metabolice Prin acelasi mecanism el explica mecanismul altor trei boli ereditare, inclusiv albinismul unde a descris un bloc metabolic pe calea de transformare a tirozinei în melanina Garrod a stabilit astfel o relatie clara între gene si enzime si a introdus în medicina conceptul de "erori înnascute de metabolism" (prefigurând era patologiei molecuare) Din pacate, ca si în cazul lui Mendel, importanta remarcabilelor cercetari de genetica ale lui Garrod n-a fost perceputa nici de medici si nici de biologi Abia peste 40 de ani, experientele efectuate de Beadle si Tatum la Neurospora crasa au demonstrat fara echivoc relatia "o gena ? o enzima", aducându-le autorilor un binemeritat Premiu Nobel (1958) Beadle si Tatum (1944) au studiat metabolismul triptofanului si argininei la Neurospora crasa (mucegaiul alb) Ei au stabilit etapele biosintezei triptofanului din arginina si au demonstrat ca fiecare etapa este catalizata de o enzima diferita Apoi, au iradiat sporii ciupercii si cultivându-i pe medii nutritive au obtinut mai multe variante (mutante); ele nu puteau sintetiza triptofanul deoarece una din etape era blocata, fie prin lipsa enzimei, fie prin inactivarea ei, produsa de modificarea structurii sale Toate aceste modificari erau ereditare, reprezentând consecinte ale mutatiilor produse prin iradiere Rezulta evident ca genele îsi exercita efectul lor fenotipic prin controlul sintezei unor enzime (proteine) Numeroase alte dovezi obtinute la microorganisme, plante, animale si om au demonstrat incontestabil ca genele îsi exercita controlul asupra organismului prin influenta lor asupra formarii proteinelor Prin enorma lor diversitate si complexitate structurala, ca si prin rolul lor structural, catalitic (enzime) sau reglator, proteinele determina aproape toate caracterele organismului Relatia "o gena ? o enzima (proteina)" a devenit în scurt timp "o gena ? un polipeptid", deoarece unele proteine formate din doua sau mai multe polipeptide (de ex , hemoglobina) sunt codificate de gene distincte, care controleaza fiecare sinteza unui polipeptid Relatia "o gena - un polipeptid" nu este general valabila deoarece unele gene codifica diferite tipuri de ARN; de aceea gena a fost definita ca un segment de ADN ce determina sinteza unui produs functional Genele care codifica proteine sunt numite si gene structurale 2 STRUCTURA PROTEINELOR Întrucât proteinele reprezinta "suportul" biochimic al caracterelor noastre fenotipice si sinteza lor este determinata genetic, pentru a întelege mecanismul complex al relatiei "o gena ? o proteina" sunt utile câteva notiuni sintetice despre stuctura acestor compusi organici, cu rol vital în organism Proteinele sunt alcatuite din una sau mai multe catene polipeptidice, formate prin polimerizarea a 20 de tipuri de aminoacizi Desi diferiti în complexitatea lor, ei au la baza o structura comuna de tipul: H H2N - C - COOH ¦ R Radicalul R difera de la un aminoacid la altul si determina structura si proprietatile aminoacidului Aminoacizii se unesc între ei prin legaturi peptidice (figura 4 4) formând o catena liniara polipeptidica; aceasta are "o coloana vertebrala" (în zig-zag) alcatuita din -C-N-, pe care se fixeaza lateral si în mod alternativ gruparea R (figura 4 5) Numarul, tipul si secventa aminoacizilor în lantul polipeptidic alcatuiesc structura primara a polipeptidului (proteinei) Secventa aminoacizilor dintr-o proteina reprezinta elementul esential al structurii sale, deoarece: este unica, constanta, specifica fiecarei proteine si este determinata genetic Secventa aminoacizilor determina functia proteinei si antigenicitatea ei deoarece prin interactiunile dintre aminoacizii situati în diferite situsuri din structura polipeptidului se realizeaza structurile spatiale, tridimensionale, ce determina activitatea sa biologica Prin legaturi de hidrogen între aminoacizii învecinati se formeaza, în anumite portiuni/zone ale proteinei structuri secundare de tip alfa (în elice) sau beta (foaie pliata) (figura 4 6) Prin interactiuni între aminoacizi din diferite pozitii ale catenei aceasta capata spontan o configuratie tridimensionala, spatiala, ce reprezinta structura tertiara a polipeptidului (figura 4 7) Unele proteine au doua sau mai multe catene identice sau diferite, ce formeaza singure sau împreuna cu alte molecule neproteice complexe macromoleculare (structura cuaternara) Configuratia spatiala caracteristica a unei proteine determina activitatea ei functionala73 De notat ca proteinele functionale nu sunt totdeauna sintetizate în forma lor activa Ele sufera modificari post-translationale care determina activarea proteinei Aminoacizii care interactioneaza între ei pentru a forma structura tridimensionala, biologic activa, sau care alcatuiesc asa numitele "situsuri functionale" ale proteinei sunt deosebit de importanti; înlocuirea lor, în urma unor mutatii, duce la o proteina anormala (cu o structura spatiala modificata) si la pierderea activitatii proteinei Înlocuirea altor aminoacizi, neimplicati în legaturile spatiale sau în situsul functional este mai putin importanta si poate produce variante proteice normale 3 GENELE STRUCTURALE DETERMINA SECVENTA AMINOACIZILOR ÎN PROTEINA Genele care codifica proteine contin mesajul codificat necesar pentru asamblarea specifica (într-o anumita ordine) a aminoacizilor în proteina Aceasta relatie a fost elegant demonstrata prin studiul mutatiilor care produc diferite tipuri de hemoglobina anormala si, în special, prin cercetarea drepanocitozei sau sicklemiei, o anemie hemolitica cu hematii în forma de secera ("falciforme") Drepanocitoza (sicklemia) este o boala genetica, cu transmitere autosomal recesiva, frecventa în populatia originara din Africa tropicala (1:500 n n), precum si în bazinul Mediteranean, Orientul Mijlociu si India Aceasta distributie geografica caracteristica se explica prin avantajul selectiv fata de malarie pe care îl au heterozigotii sanatosi (1 : 25 n n) protejati de formele grave de paludism Boala se manifesta la homozigoti (a/a) printr-o anemie hemolitica severa, produsa prin distrugerea hematiilor cu forma anormala "în secera" (figura 4 8 a); aceste hematii se formeaza în conditiile scaderii tensiunii (concentratiei) oxigenului în anumite teritorii capilare Formele acute se însotesc de dureri în mâini / picioare sau alte organe (splina, mezenter, rinichi etc ), produse de microinfarcte prin ocluzia capilarelor de catre hematiile în secera, care au o deformabilitate redusa Hemoliza se asociaza cu splenomegalie si infarcte splenice recurente care determina pierderea functiei ei imune si cu susceptibilitatea crescuta la unele infectii bacteriene (pulmonare), cauza principala de deces Heterozigotii (N/a) prezinta "trasatura sicklemica"; obisnuit ei sunt sanatosi, dar scaderea brutala a concentratiei O2 (altitudine) poate produce prin "sicklizarea" hematiilor, o anemie hemolitica acuta si infarcte splenice În 1949, Pauling si colaboratorii sai au demonstrat existenta unei anomalii a hemoglobinei din eritrocitele "în secera", numita HbS, care se deosebeste electroforetic de HbA (normala) deoarece, datorita unei mutatii genice, moleculele lor de beta-globina sunt diferite (figura 4 8 b) Cercetatorii au stabilit ca la persoanele heterozigote (N/a), cu trasatura sicklemica, exista un amestec de HbA si HbS Ulterior (1956), Ingram a descoperit ca HbS are unul din cei 146 de aminoacizi ai catenei beta, si anume cel din pozitia 6 înlocuit cu un alt aminoacid (beta 6 acid glutamic?valina) Aceasta unica schimbare a moleculei de Hb produce modificarea formei eritrocitului si toate manifestarile clinice ale bolii Pauling si Ingram au demonstrat astfel pentru prima data ca mutatia unei gene strcturale poate produce o substitutie a unui aminoacid în proteina corespunzatoare si au postulat ca drepanocitoza sau sicklemia reprezinta prototipul de "boala moleculara" Dupa 1975, identificarea, localizarea si secventarea genei normale pentru beta-globina si a alelei sale mutante (ßS) au stabilit cu precizie tipul de mutatie: în codonul 6 (GAG) al genei beta-globinei, adenina este înlocuita cu timina, formând codonul GTG care semnifica valina Iata deci, ca modificarea unui singur nucleotid din cele trei miliarde de nucleotide care alcatuiesc genomul uman este cauza modificarilor patologice observate la bolnavii cu drepanocitoza Explicatia patogenica a acestei boli moleculare este acum simpla (figura 4 8 c): moleculele de HbS continând subunitatea beta mutanta fixeaza în mod normal O2 dar în sângele deoxigenat ele sunt relativ insolubile, comparativ cu HbA normala; aceasta proprietate fizica sta la baza fenomenului de sicklizare În conditiile scaderii concentratiei de oxigen molecula de HbS agrega si formeaza polimeri având forma unor fibre care distorsioneaza eritrocitul si-l fac mai putin deformabil ca în mod normal; el nu mai este capabil sa traverseze prin capilarele fine (cu un diametru inferior celui al hematiei), blocheaza fluxul sanguin si produce hipoxie locala (micro-infarcte dureroase) Eritrocitele în secera se hemolizeaza (în splina) generând o anemie cronica Studii ulterioare au evidentiat numeroase alte tipuri de hemoglobinopatii ereditare în care schimbarea structurii Hb era rezultatul substitutiei unui singur aminoacid De exemplu, HbC rezulta printr-o substitutie nucleotidica în acelasi codon 6 al genei bet-globinei, care duce la înlocuirea acidului glutamic cu lizina A devenit astfel evident si unanim acceptat ca genele determina secventa primara a aminoacizilor dintr-o proteina specifica Descrierea ampla a defectului molecular în drepanocitoza permite câteva concluzii importante privind conceptia actuala despre functia genei: (1) Genele care codifica proteine contin (sub forma unei secvente de nucleotide) informatia genetica necesara pentru asamblarea specifica (într-o anumita ordine) a aminoacizilor într-o proteina specifica; mutatiile genice produc o schimbare (substitutie) a secventei unui/unor codon(i) si secundar o modificare a structurii proteinei, care poate genera o boala moleculara; (2) În actiunea genei se pot identifica trei categorii de efecte corelate: efectul primar, la nivel molecular (proteina); efectul secundar, la nivel celular si efectele tertiare multiple (pleiotropie), la nivel fenotipic, de organ / organism (semne si simptome) În practica medicala se recunosc clinic sau paraclinic efectele tertiare ale genei mutante adica boala ereditara cu diversele sale manifestari; efectele primare (proteina anormala) nu sunt cunoscute în multe boli monogenice dar tehnicile recente de analiza a structurii si functiei genei vor rezolva enigma acestor "pete albe"; (3) La heterozigoti (N/a) se manifesta (exprima) la nivel molecular ambele gene si persoanele heterozigote cu trasatura sicklemica (genotip A/S) produc si HbA si HbS Rezulta ca notiunile de dominant si recesiv NU sunt valabile la nivel molecular, cu numai la nivel fenotipic (de organism); (4) Expresia ambelor gene alele la heterozigoti permite identificarea lor, prin studiul efectelor primare si uneori secundare (la nivel celular) Depistarea heteozigotilor sanatosi purtatori de gena mutanta are o deosebita valoare practica în prevenirea nasterii unor homozigoti bolnavi (doi parinti heterozigoti, N/a, au un risc de 25% de a avea un copil a/a homozigot, bolnav) (5) Cunoasterea modificarii nucleotidice în gena mutanta care produce o boala moleculara permite, prin metodele actuale de analiza a ADN, diagnosticul genotipic precoce al bolii, fie prenatal fie postnatal, în stadiile asimptomatice Se deschide, de asemenea, perspectivele unei terapii genice, prin insertia unei gene normale pentru beta-globina în celulele unui pacient la care boala este consecinta mutatiei acestei gene 4 RELATIA "O GENA ? UN POLIPEPTID" ESTE MULT MAI COMPLEXA Evolutia cunostintelor despre structura moleculara a genei, bazata pe posibilitatea analizei ei directe, a evidentiat o serie de fenomene care se abat de la relatia fundamentala "o gena (de structura) ? un polipeptid" În esenta este vorba de situatiile în care o gena poate produce mai multe polipeptide asemanatoare sau diferite sau invers, mai multe gene distincte, situate uneori la distanta una de alta O astfel de gena participa la sinteza unui singur polipeptid sau a unei proteine multipeptidice Primul fenomen, "o gena ? mai multe polipeptide", se realizeaza prin mecanisme diverse ce intervin în diferite etape ale expresiei genei (transcriptie, maturare, translatie, procesarea postranslationala a proteinelor) Fara a intra în detalii vom preciza ca cel mai frecvent mecanism este matisarea alternativa Dupa cum stim deja (capitolul 3 B 1), marea majoritate a genelor umane au o structura discontinua, fiind alcatuite din exoni si introni; în procesul de formare a ARNm matur din preARNm, intronii sunt excizati iar exonii sunt uniti / legati unul de altul (matisare) Unele celule "decid" sa foloseasca însa numai anumiti exoni si astfel dintr-un mesager primar unic se pot produce (printr-o "selectie" a exonilor si "matisare alternativa"), în acelasi tesut sau în tesuturi diferite, fie proteine înrudite, cu functie analoga - numite isoforme - (de ex: cele patru tipuri de baza ale mielinei, troponinei C, distrofinei etc) sau chiar proteine complet diferite ca functie (figura 4 9 ) De exemplu, gena calcitoninei produce un transcript primar din care în celulele C ale tiroidei se formeaza ARNm pentru calcitonina iar în neuroni (creier), printr-o maturare diferita, se formeaza un mesager pentru un "polipeptid înnrudit" cu functie de tip neuromeditor Fenomenul de matisare alternativa a jucat, foarte probabil, un rol important în evolutie deoarece prin rearanjarea diferitelor segmente codante (exoni) din structura genei s-au produs proteine cu functii noi Assa cum vom vedea (vezi capitolul 4 B ) exista si alte mecanisme prin care o gena (ca unitate de transcriptie) poate produce o varietate de "produse" Alaturi de matisarea alternativa vom mai mentiona acum folosirea alternativa a unuia dintre promotorii multipli prin care rezulta isoforme cu diferite proprietati: expresia în diferite perioade ontogenetice, specificitatea tisulara, localizarea subcelulara, capacitatea functionala Un alt mecanism este clivarea posttranslationala prin care dintr-un singur polipeptid "gigant" se produc, prin sectionarea, mai multe polipeptide "mici"; acest mecanism se întâlneste în cazul sintezei unor hormoni dintr-un prohormon (de ex , pro-opiomelanocortina din care rezulta ACTH, ?MSH, dMSH, ?LPH, ß-endorfina) Al doilea fenomen, "mai multe gene?un polipeptid" se observa în cazul polipeptidelor alcatuite din regiuni diferite De ex , lanturile usoare (L) si grele (H) ale imunoglobinelor prezinta o regiune variabila (V) - care alcatuieste situsul de recunoastere si fixare al antigenului - si o regiune constanta (C); ele sunt specificate de gene distincte, situate la distanta pe acelasi cromosom În limfocitele B care produc anticorpi se produce o rearanjare (recombinare somatica) a genomului (vezi capitolul 15) si o anumita gena V este asociata cu o gena C, formând o secventa completa functional ce codifica lantul respectiv al imunoglobinei (figura 4 10) 5 INTERACTIUNILE GENICE ÎN CONCEPTIA ACTUALA Conceptia clasica despre functia genei postuleaza ca expresia fenotipica a unei gene este influentata de alte gene alele sau nealele, precum si de actiunea mediului Aceste interactiuni sunt mult mai evidente la nivel molecular Interactiunile alelice exprimate prin relatiile de dominanta-recesivitate dintre genele alele sunt valabile la nivel fenotipic, influentând expresia unui caracter La nivel molecular se manifesta de obicei ambele gene alele, producând o proteina normala sau anormala, în cazul genelor mutante Uneori anumite gene nu au nici un efect primar (gene amorfe / silentioase) De ex , gena 0 a sistemului de grup sanguin AB0 sau genele mutante recesive pentru agamaglobulinemie sau afibrinogenemie La heterozigotii N/a, gena mutanta a poate codifica o proteina (enzima) nefunctionala; cantitatea totala de proteina / enzima normala se reduce la jumatate fiind totusi suficienta, în conditii bazale, pentru a asigura o functie normala si ca atare individul sa fie (aparent) sanatos (vezi "trasatura sicklemica") Interactiunile nealelice si în special fenomenul de epistazie pot fi demonstrate mai convingator la nivel molecular, prin actiunea coordonata a mai multor gene ce intervin în producerea unui compus final Un frumos exemplu îl reprezinta formarea antigenelor ABH pe suprafata hematiilor si în secretii Antigenele A, B si H sunt macromolecule complexe prezente sub forma alcool-solubila (glicosfingolipide) pe suprafata hematiilor si hidrosolubila (glicoproteine) în secretii, dar numai la persoanele "secretoare" Antigenele ABH eritrocitare sunt glicosfingolipide complexe care au o parte centrala fixata cu un capat în membrana eritrocitului; pe acest "miez" se leaga lateral, în zona extramembranara, mai multe catene glucidice Specificitatea antigenica este determinata de glucidul terminal Formarea antigenelor A, B, H este determinata de actiunea coordonata a genelor H, Se si A,B,O74 care, prin intermediul unor enzime (glicoziltransferaze), fixeaza diferite tipuri de glucide la axul sfingolipidic sau glicoproteic (figura 4 11) * Gena dominanta H codifica o enzima (fucoziltransferaza) care actioneaza asupra unui precursor si adauga o molecula de fucoza, formând substanta H * Genele dominante A si B actioneaza asupra substantei H si, prin intermediul unor transferaze specifice, fixeaza o molecula de acetilgalactozamina (antigenul A) si, respectiv, galactoza (antigenul B) Gena recesiva 0 este inactiva, nu modifica substanta H, care se va regasi ca atare la persoanele de grup sanguin 0 * S-a înregistrat si situatia foarte rara de homozigoti (h/h) pentru gena H la care precursorul nu este transformat în substanta H; genele A sau B, desi exista în stare normala nu au efect si fenotipul (numit Bombay) corespunde grupei 0 (dar fara substanta H) * La secretori, alaturi de gena H/ , actioneaza si gena dominanta Se/ care va determina sinteza si excretia antigenelor A, B si H; la nesecretori (se/se) efectul genei H este "anulat" prin actiunea genelor se/se iar precursorul ramâne netransformat Gena Se/ are deci actiune epistatica asupra genei H Efectul mediului asupra expresiei genelor se manifesta în reglajul cantitativ (si uneori calitativ) al sintezei proteinelor C MECANISMELE MOLECULARE ALE EXPRESIEI GENICE Expresia informatiei genetice se realizeaza în toate celulele pe baza unui flux informational, unidirectional si universal75, care se conformeaza dogmei centrale a geneticii: ADN ? ARNm ? polipeptid (proteina) (figura 4 12) Prima etapa a expresiei informatiei ereditare este sinteza ARN (cu ajutorul unei ARN polimeraze ADN-dependente76), prin copierea informatiei din ADN; aceasta etapa are loc în nucleu si mitocondrii si se numeste transcriptie A doua etapa este sinteza unui polipetid, prin decodificarea ("traducerea") informatiei ARNm într-o secventa caracteristica de aminoacizi; acest proces are loc în citoplasma, pe ribosomi, si este denumit translatie Realizarea acestor etape se bazeaza pe principiul coliniaritatii: o secventa liniara de nucleotide din ADN este copiata (complementar) într-o secventa liniara de nucleotide în ARN; apoi ea este decodificata (prin "citire" în grupe de trei nucleotide numite codoni) într-o secventa, de asemenea, liniara de aminoacizi ce formeaza un polipeptid Înainte de a descrie mecanismele moleculare ale expresiei genice sunt utile urmatoarele precizari: * Numai o mica proportie din ADN al celulelor eucariote este exprimat si determina o proteina Este vorba de ADN genic codant (vezi capitolul 2 C 2 3 ), iar din acesta diferite tipuri de celule diferentiate transcriu numai anumite segmente de ADN (unitati de transcriptie) * Întregul proces al exprimarii informatiei genetice este supus unui riguros control care regleaza tipul de celula în care se produce sinteza proteinei, precum si momentul, cantitatea si ritmul acestui proces * Erorile mecanismelor moleculare ale exprimarii informatiei genetice vor genera, firesc, o serie de boli; descifrarea acestor mecanisme va creste posibilitatile de diagnostic si tratament 1 TRANSCRIPTIA 1 1 DATE GENERALE Transciptia este procesul de copiere a informatiei genetice a unei gene, sub forma codificata, complementara si antiparalela, într-o molecula de ARN Acest proces are loc în nucleu ARN este format din ribonucleotide, cu structura generala [P-R-N]n , în care P = acid fosforic, R = riboza77 iar N = baza azotata (Adenina, Guanina, Citozina si Uracilul) Prin polimerizarea ribonucelotidelor (în sensul 5'?3') rezulta o monocatena, de obicei scurta Se deosebesc mai multe tipuri de ARN, cu functii diferite: ARNm sau mesager este codant deoarece prin translatie va determina sinteza unui polipeptid; ARNr sau ribosomal (mai multe tipuri) va participa la formarea ribosomilor, iar ARNt sau de transfer intervine direct în transportul aminoacizilor la ribosomi; alte tipuri sunt ARNsn si ARNsno (ce intervin în procesarea intronilor sau a ARNr) In cele ce urmeaza vom discuta mai ales transcriptia ARNm realizata de ARN polimeraza II ADN dependenta Pentru a se sintetiza in vivo un ARNm sunt necesare: ADN ca model sau matrita, enzima ARN polimeraza II, factori de transcriptie necesari pentru ghidarea si activarea ARN polimerazei si ribonucleotide activate Numai una din cele doua catene ale ADN (3'?5') este transcrisa si serveste ca "matrita" pentru sinteza unei molecule complementare si antiparalele (5'?3') de ARNm; dar aceasta nu este, la diferite gene, aceiasi catena care este copiata în lungul moleculei ADN, la diferite gene (figura 4 13) Alegerea catenei transcrise depinde în mare parte de localizarea si orientarea promotorului, locul unde se fixeaza prin intermediul factorilor de transcriptie, ARN polimeraza Cele doua catene ale ADN-ului, catena transcrisa (3'?5') si catena "de referinta" (5'?3'), au o "nomenclatura" diferita ARNm, care se formeaza prin transcriptie, va avea aceeasi secventa de nucleotide (exceptând înlocuirea T cu U) si acelasi sens (5'?3') ca si catena ADN netranscrisa motiv pentru care aceasta se numeste catena sens iar catena transcrisa este numita adesea antisens78 Raportul dintre secventa si polaritatea ARNm pe de o parte si cele doua catene ale ADN pe de alta parte, precum si unii termeni prin care se definesc aceste catene sunt prezentati mai jos: 5' ATGTTACGACGT 3' catena ADN "sens" (netranscrisa, de referinta) 3' TACAATGCTGCA 5' catena ADN "antisens" (transcrisa) ? Transcriptie ? 5' AUGUUACGACGU 3' ARNm Înainte de a descrie procesul de transcriptie este necesar sa precizam un element important ADN este identic în toate celulele somatice (rezultate prin mitoze succesive din celula zigot); diferentierea lor structurala si functionala implica expresia anumitor gene specifice de tesut, care functioneaza împreuna cu genele constitutive ("domestice sau menajere" de la "housekeeping genes" deoarece sunt active în toate celulele) ce controleaza metabolismul celular (vezi capitolul 3 B 3) De aceea, expresia genelor specific tisulare implica activarea selectiva a acestor gene (prin interventia unor molecule specific tisulare), recunoasterea lor de catre ARN polimeraza si modularea expresiei lor ca moment, cantitate si ritm Fara a intra în detalii, vom preciza ca aceste procese se realizeaza prin: (1) realizarea unei configuratii "deschise" active a cromatinei în anumite teritorii prin relaxarea structurii sale ("decondensare") si acetilarea histonelor nucleosomale (vezi capitolul 2 D 2 3); (2) interventia secventelor sau elementelor cis-reglatoare din regiunea 5' situata în amonte de zona centrala, transcrisa, a genei: promotorul (cu casetele TATA sau GC si CAAT) reprezinta semnalul de start al transcriptiei, ce stabileste localizarea si directia de actiune a ARN polimerazei; secventele specifice de tesut; activatorii etc (vezi structura genei, capitolul 3 B 1 2) Toate aceste elemente sunt tinta unor proteine trans-reglatoare numite generic factori de transcriptie (TF); fixarea lor este determinanta atât pentru demarajul transcriptiei cât si pentru intensitatea ei Fiecare gena poseda o combinatie particulara de elemente cis-reglatoare (figura 4 14) Procesul de transcriptie la eucariote se desfasoara în doua mari etape, determinate de structura "discontinua" ("fragmentata") a genelor eucariote Acestea sunt: * formarea ARN mesager precursor (pre-ARNm) sau transcriptul primar79, prin transcriptia integrala a genei (exoni si introni); * maturarea pre-ARNm, printr-o serie de modificari din care rezulta ARNm matur, ce va trece în citoplasma 1 2 FORMAREA ARNm PRECURSOR Formarea pre-ARNm începe prin decondensarea zonei din ADN care contine gena sau genele ce vor fi transcrise Acest proces implica interventia unor factori de transcriptie de clasa I (TF I), modificarea chimica a histonelor (acetilare, deplasarea H1 etc) care va reduce gradul de compactare a filamentelor cu nucleosomi si deplasarea (printr-un mecanism înca necunoscut) a nucleosomilor din zona de ADN transcrisa într-un anumit moment Formarea pre-ARNm se realizeaza în trei etape (1) Initierea transcriptiei Prin conventie primul nucleotid din ADN cu care se începe transcriptia reprezinta "situsul de initiere al transcriptiei" (SIT sau INR)80 si este numit +1 iar nucleotidul care îl precede -1 Primul "pas" al transcriptiei este fixarea ARN polimerazei în regiunea promotor, situata spre capatul 5' al genei, în amonte de S I T În aceasta regiune, de circa 100 pb, se gasesc secvente nucleotidice speciale, identice la majoritatea genelor (secvente "consensus"), numite TATA box, CCAAT box si GC box Trebuie spus foarte clar ca ARN polimeraza nu poate recunoaste direct promotorul si nici nu poate initia singura transcriptia Pentru aceasta sunt necesari o serie de factori de transcriptie (TF II sau de clasa II) care se fixeaza pe secventele promotorului pentru a ghida si activa ARN polimeraza Enzima si factorii de transcriptie formeaza un complex multiproteic de initializare81 ARN polimeraza este pozitionata si activata pentru a începe transcriptia la SIT, cu nucleotidul +1 (2) Transcriptia propriuzisa (elongatia) Dupa fixarea ARN polimerazei, cele doua catene ale ADN sunt separate (prin actiunea TF IIF, cu actiune de helicaza), eliberându-se catena transcrisa 3'?5', care serveste drept matrita (tipar) pentru asezarea secventiala si complementara a ribonucleotidelor activate; ele vor fi apoi polimerizate de catre ARN polimeraza82, formându-se ARNm; Transcriptia se face numai în sensul 5'?3' (deci ARNm este antiparalel fata de catena transcrisa), fapt ce asigura marea fidelitate a "citirii" informatiei genetice ARNm se desprinde treptat de pe catena transcrisa (ramânâd fixat temporar numai la capatul 3'), iar cele doua catene ale ADN se reunesc treptat, sub actiunea unei topoisomeraze, si refac dublul helix Trebuie subliniat un fapt important: în molecula de ARNm precursor care se formeaza - numita si transcriptul primar83 - sunt copiati atât exonii cât si intronii (3) Terminarea transcriptiei se face când ARN polimeraza întâlneste situsul de terminare a transcriptiei; aici se afla secventa AATAAA (citita pe catena netranscrisa) care semnaleaza clivarea 3' a transcriptului primar"; ea va corespunde în preARNm secventei AAUAAA Sectionarea ARNm sintetizat are loc (sub actiunea unei nucleaze) la 15-30 nucleotide în aval de secventa AAUAAA din ARN, în dreptul "situsului de poliadenilare" Transcriptia unei gene poate fi realizata de mai multe molecule de ARN polimeraza, formându-se mai multe copii de ARNm ce contin aceeasi informatie genetica (aceasta "amplificare" va creste considerabil în cursul translatiei si astfel o gena va determina mii de molecule proteice identice) 1 3 MATURAREA ARNm PRECURSOR Maturarea nucleara a pre-ARNm cuprinde doua procese distincte, destinate sa faca ARNm mai "disponibil si mai util" translatiei (figura 4 15) a Modificarea extremitatilor ARNm determina cresterea stabilitatii sale (protectie la degradarea de catre endonucleaze) si faciliteaza transportul în citoplasma, recunoasterea si fixarea sa la subunitatea 40S ribosomala * La capatul 5' se adauga, la primul nucleotid al transcriptului primar, o molecula de 7-metil-guanozina, ce formeaza o structura speciala, numita în l engleza "cap" (boneta); * La extremitatea 3' se adauga84 o serie de 50-200 de nucleotide cu adenina, formând o "coada" poliadenilica Aceasta operatie de poliadenilare este caracteristica ARNm (exista o singura exceptie: ARNm pentru histone nu este poliadenilat) b Procesarea ARN precursor Asa cum am precizat, transcriptul primar ARN contine secvente complementare cu întreaga regiune transcrisa din gena (zona centrala sau cadrul de lectura) ce contine exoni (regiuni exprimate, codante) si introni (regiuni intercalare, necodante) Dupa sinteza, transcriptul ARN primar sufera o procesare complexa ce consta în decuparea precisa si eliminarea ARN intronic urmata de reunirea/legarea "cap la cap" a ARN exonic, care va forma ARNm matur, alcatuit dintr-o serie continua si contigua de exoni (cineva spunea foarte plastic ca în aceasta operatie "se separa grâul de neghina") Aceste fenomene sunt denumite "splicing" în limba engleza, "epissage" în limba franceza; termenii corespund cuvântului românesc "matisare", termen tehnic care se refera la "înadirea a doua capete" Excizia si reunirea sunt operatii foarte delicate care trebuie sa fie deosebit de precise: o eroare de decupare cu un singur nucleotid modifica "cadrul de lectura" si, dupa translatie, va produce o proteina anormala Procesul este dependent de existenta unor secvente nucleotidice-semnal situate la granita exoni-introni: 5'GT(GU în ARN) sau situs donor si 3'AG sau situs acceptor; o alta secventa importanta este "branch site" (ce poate fi tradus ca situs de bransare, de legatura), ce contine nucleotidul A, situat foarte aproape de capatul 3' al intronului Mecanismul de decupare (figura 4 16) se deruleaza în trei etape: (1) sectionare la jonctiunea 5'GU; (2) atasarea nucleotidului terminal G la nucleotidul A al situsului de bransare si formarea unei lasou/bucla; (3) sectionarea intronului la jonctiunea 3'AG, îndepartarea lui si unirea segmentelor de ARN exonic Reactiile sunt mediate de un complex ARN-proteine ("spliceosome") ce cuprinde cinci tipuri dr ARNsn ("small nuclear"), numite U1-U6, dotate cu activitate enzimatica (ribozime) si peste 50 de proteine Ordinea exonilor în ADN si transcriptul primar este pastrata în ARNm matur Dar exista o anumita flexibilitate în utilizarea exonilor, în sensul ca (sub actiunea unor factori înca necunoscuti) în celule diferite, vor fi "retinuti" în ARNm matur numai o parte din exoni, altii putând fi îndepartati o data cu intronii Acest proces denumit matisarea alternativa a exonilor (figura 4 9) explica producerea în tesuturi diferite a unor mesageri si deci a unor proteine diferite (asemanatoare dar nu identice) pe baza informatiei unei singure gene (vezi capitolul 4 B 4) 2 TRANSLATIA A doua etapa a expresiei genice este translatia85 - procesul de decodificare a informatiei genetice din mARN care permite aranjarea secventiala specifica a amino acizilor si polimerizarea lor într-o catena polipeptidica Procesul de translatie necesita, firesc, "un dictionar" reprezentat de codul genetic si un aparat de translatie care trebuie sa includa, printre alte componente, si "traducatorul", reprezentat de moleculele de ARN de transfer (ARNt) 2 1 CODUL GENETIC Informatia din structura unei gene este "scrisa" sub forma unei anumite secvente a celor patru tipuri de nucleotide: A,G,T,C Ea este copiata (transcrisa) complementar (U,C,A,G) în ARNm si apoi "tradusa" într-o anumita secventa de aminoacizi, care vor forma o catena polipeptidica; aceasta translatie se face cu ajutorul unui fel de "dictionar bilingv" care este codul genetic Codul genetic reprezinta "un sistem de corespondente" între o anumita secventa de trei nucleotide numita codon si un anumit aminoacid (tabelul 4 2) Cu cele patru "litere"ale alfabetului genetic" se pot scrie "cuvinte" alcatuite din trei litere; gena ar fi deci "o fraza" formata dintr-o însiruire de codoni, ce determina o anumita secventa a aminoacizilor într-un polipeptid Descifrarea86 codului genetic (1965) a fost o descoperire extraordinara, "mai fantastica decât descifrarea hieroglifelor", deoarece a marcat decisiv debutul erei biologiei moleculare; de aceea Khorana si Nirenberg au primit premiul Nobel (1968) Tabelul 4 2 Codul genetic PRIMA BAZA A DOUA BAZA A TREIA BAZA U C A G U UUU phe UCU ser UAU tyr UGU cys U UUC phe UCC ser UAC tyr UGC cys C UUA leu UCA ser UAA stop UGA* stop A UUG leu UCG ser CAU stop UGG trp G C CUU leu CCU pro CAG his CGU arg U CUG leu CCC pro CAA his CGC arg C CUA leu CCA pro CAG gln CGA arg A CUG leu CCG pro CAG gln CGG arg G A AUU ile ACU thr AAU asn AGU ser U AUC ile ACC thr AAC asn AGC ser C AUA ile ACA thr AAA lys AGA arg A AUG met ACG thr AAG lys AGG arg G G GUU val GCU ala GAU asp GGU gly U GUC val GCC ala GAC asp GGC gly C GUA val GCA ala GAA glu GGA gly A GUG val GCG ala GAG glu GGG gly G Abrevieri pentru aminoacizi ala (A) - alanina gly (G) - glicina pro (P) - prolina arg (R) - arginina his (H) - histidina ser (S) - serina asn (N) - asparagina ile (I) - isoleucina thr (T) - treonina asp (D) - acidul aspartic leu (L) - leucina trp (W) - triptofanul cys (C) - cisteina lys (K) - lizina tyr (Y) - tirozina gln (Q) - glutamina met (M) - metionina val (V) - valina glu (E) - acidul glutamic phe (F) - fenilalanina X - stop * în anumite conditii UGA poate specifica selenocisteina ("al 21-lea aminoacid) Fara a intra în detalii vom mentiona succint proprietatile codului genetic (1) Codul genetic este triplet pentru motivul logic ca 3 este prima putere a lui 4 (cele patru tipuri de nucleotide) care formeaza 64 de combinatii, suficiente pentru cei 20 de amino acizi care se gasesc în structura proteinelor (2) Codul genetic are un codon initiator (AUG) si trei codoni stop (UAA, UAG, UGA), veritabile semne de punctuatie cu care se începe si se termina sinteza polipeptidului Codonii stop sunt numiti si "codoni nonsens" deoarece nu semnifica nici un aminoacid Ceilalti 61 de codoni sunt "codoni sens" ce semnifica 20 de amino acizi (tabelul 4 1) (3) Codul genetic este degenerat (redundant) deoarece mai multi codoni semnifica un acelasi amino acid (de aceea ei se numesc "codoni sinonimi") Exceptând metionina si triptofanul, codificati de un singur codon, ceilalti 18 amino acizi sunt codificati de 2-6 codoni (deseori deosebiti prin al treilea nucleotid) Degenerescenta nu s-a stabilit la întâmplare deoarece aminoacizii cei mai reprezentati în proteine sunt cei care poseda cei mai multi codoni Cu toata conotatia sa peiorativa, caracterul degenerat al codului genetic este un avantaj pentru celula deoarece unele mutatii genice ce produc codoni sinonimi nu modifica proteina codificata de gena (mutatii silentioase sau iso-semantice) Se poate afirma ca degenerescenta codului genetic este un veritabil sistem de protectie contra efectelor mutatiilor (4) Codul genetic este nesuperpozabil (deoarece codonii vecini nu au un nucleotid comun) si fara virgule (întrucât codonii sunt adiacenti, neseparati printr-un nucleotid cu rol de "virgula"); codonii sunt definiti prin simpla grupare de câte trei87 Daca, printr-o mutatie, într-unul dintre codon se suprima (deletie) sau se insera (aditie) 1-2 nucleotide (sau un alt numar care nu este un multiplu de trei) se produce o decalare a cadrului de lectura al genei, rezultând (printr-o noua grupare câte trei, alti codoni; în proteina sintetizata se modifica toti aminoacizii începând cu locul în care s-a produs mutatia (numita "frame-shift") (5) Codul genetic este lipsit de ambiguitate întrucât un codon semnifica întotdeauna un anumit aminoacid, totdeauna acelasi (6) Codul genetic este universal , acelasi la toate organismele, bacterie, planta, animal sau om Totusi codul genetic mitocondrial are câteva mici diferente fata de cel nuclear (codoni cu sensuri diferite); unele au fost gasite si la levuri, paramecii si la unele arheobacterii Cu toate aceste foarte mici exceptii caracterul universal al codului genetic este evident Acest lucru este foarte important în "ingineria genetica" deoarece bacteriile recombinante, în care s-a introdus o gena umana, fabrica proteina umana folosind codul genetic bacterian care, în fond, este acelasi ca si la om Înainte de a încheia, vom sublinia importanta cunoasterii codului genetic si pentru întelegerea mecanismului si consecintelor unor mutatii genice (punctiforme) ce produc înlocuirea sau insertia/aditia unui nucleotid (tabelul 4 3) (vezi capitolul 6 B 2) Tabelul 4 3 Consecintele unor mutatii genice prin substitutia, insertia sau aditia unui nucleotid într-un codon Substitutia unui nucleotid AUG UGU AAA CCA Met cis lys pro Mutatie silentioasa Mutatie missens (cu sens gresit) Mutatie nonsens AUG UGC AAA CCA Met cis lys pro AUG UGG AAA CCA Met trp lys pro AUG UGA AAA CCA Met Stop Insertia sau deletia unui nucleotid AUG UUU AAA GUU UCG Met - Phe - Lys -Val - Ser Mutatii frameshift (mutatii cu decalarea cadrului) AUG UUU GAA AGU UUC G Met-Phe - Glu - Ser - Phe AUG UUU AA-G UUU CGA Met - Phe - Lys - Leu- Arg 2 2 APARATUL DE TRANSLATIE Aparatul de translatie este alcatuit din numeroase componente: ARNm, ribosomii, ARNt, aminoacizi, factori de initiere, factori de elongatie, enzime, surse de energie etc În sinteza, ARNm furnizeaza informatia (secventa de codoni) care va fi translata într-o secventa de amino acizi în proteina; el se fixeaza pe ribosom (o particula alcatuita din ARNr si proteine) si care reprezinta platforma de sinteza a polipeptidului ARNt fixeaza un aminoacid specific si apoi amplaseaza acest aminoacid în polipeptid, folosind informatia din ARNm a) Ribosomii sunt organite citoplasmatice (descrise de George Emil Palade, premiul Nobel, în 1974), veritabile "platforme de asamblare a aminoacizilor în proteine" pe baza instructiunilor ARNm Ribosomii eucariotelor sunt alcatuiti din doua subunitati inegale, [deosebite prin constanta de sedimentare (S): 40S si 60S], care sunt de obicei disociate si libere în citoplasma; ele se reunesc la începutul translatiei pentru a forma ribosomul activ Fiecare subunitate este alcatuita din ARN ribosomal si proteine88, care au rol structural si functional/catalitic (faciliteaza: fixarea moleculelor de ARNm si ARNt la ribosom; deplasarea ribosomului, s a ) Ribosomii prezinta patru situsuri functionale: pe subunitatea mica se afla situsul de fixare al extremitatii 5' a ARNm iar pe subunitatea mare: situsul P (peptidil) si A (aminoacil) unde se fixeaza moleculele de ARNt cuplate cu aminoacizii lor specifici, precum si situsul de fixare al peptidil-transferazei, enzima ce polimerizeaza aminoacizii într-un polipeptid În procesul de translatie, ribosomii se deplaseaza în lungul moleculei de ARNm, spre capatul 3' Pe masura deplasarii, alti ribosomi pot începe translatia aceleiasi molecule de ARNm, alcatuind împreuna un poliribosom b) ARN de transfer (ARNt) transporta aminoacizii din citoplasma la ribosomi, locul sintezei proteice Aici ARNt recunoaste codonul din ARNm corespunzator aminoacidului respectiv, pe care îl pozitioneaza în dreptul acestui codon; deci ARNt are rolul de "translator" ARNt este un micropolimer de ribonucleotide (75-100 nucleotide), monocatenar, cu o structura secundara si tertiara "în trefla" (figura 4 17) , relativ identica la toate tipurile de ARNt El poseda doua situsuri importante): * extremitatea 3'OH este terminata prin nucleotidele CCA, iar la pozitia 3' a ribozei adeninei se fixeaza aminoacidul transportat, cu ajutorul unei enzime aminoacil-ARNt-sintetaza; * anticodonul, un grup de trei nucleotide situat în bucla opusa extremitatii 3'OH; el recunoaste, prin complementaritate, codonul din ARNm corespunzator aminoacidului89 c) Enzimele si cofactorii proteici ai translatiei sunt, deasemeeai elemente importante În procesul de translatie sunt implicate amino-acil-ARNt-sintetazele si peptidil-transferaza Aminoacil-ARNt-sintetazele sunt 20 de enzime cu o dubla specificitate: recunosc fiecare un anumit aminoacid (foarte probabil pe baza configuratiei sale spatiale) precum si ARNt corespunzator În acest proces de "încarcare", mecanismul de recunoastere între o anumita enzima si ARNt specific a fost recent descifrat: enzima recunoaste specific fie anticodonul unor molecule de ARNt fie o pereche de nucleotide (de exemplu, UG pentru E+alanina) situate spre extremitatile terminale 5' si 3' ale ARNt (figura 4 17); ele formeaza un veritabil al doilea cod genetic Peptidil-transferaza catalizeaza formarea legaturii peptidice între doi aminoacizi Cofactorii proteici intervin în diferite etape ale translatiei Ei sunt reprezentati de factorii de initiere (IF 1-6), factorii de elongatie (EF 1-2) si un factor de terminare (RF) Inactivarea lor (prin diferite toxine microbiene) blocheaza procesul de translatie si produce moartea celulara 2 3 PROCESUL DE TRANSLATIE Translatia se realizeaza în trei etape succesive: initierea, elongatia si terminarea translatiei (figura 4 18); fiecare etapa implica molecule diferite si necesita energie (furnizata de ATP sau GTP) Initierea translatiei este o etapa complexa care, în esenta, va plasa primul aminoacid (AA) al proteinei (de la extremitatea sa NH2-terminala) în dreptul codonului initiator AUG din ARNm, ce corespunde metioninei, si va asambla în aceasta pozitie cele doua subunitati ce vor forma ribosomul activ Într-un prim timp, ARNm se fixeaza (cu Cap si secventa 5' CCACCAUGC-3') pe subunitatea mica a ribosomului90; apoi, se formeaza un complex de initiere între ARNm, ARNt-1 "Încarcat" cu AA-1 (metionina) si diferiti factori de initiere ai translatiei (IF2, IF3) cu rol catalizator; anticodonul ARNt-initiator este în contact cu codonul AUG al ARNm Apoi, prin actiunea unui alt IF, se fixeaza subunitatea mare 60S si ribosomul devine activ, deci capabil de a participa la sinteza polipeptidica ARNt-initiator se va palsa direct în situsul P al subunitatii mari a ribosomului (figura 4 18) Elongatia este o etapa relativ simpla si repetata succesiv în cursul carie se formeaza legaturi peptidice între AA asezati secvential pe baza ordinii codonilor din ARNm Dupa plasarea ARNt1 în pozitia P a ribosomului în situsul A (amino-acil) liber vine si se plaseaza ARNt-2 încarcat91 cu AA-2, codificat de al doilea codon din ARNm In acest momen, sub actiunea enzimei peptidil-transferaza se realizeaza legatura peptidica între primii doi aminoacizi, formându-se un dipeptid (legat la ARNt2) Dupa formarea dipeptidului, sub influenta factorului de elongatie EF2, GTP si a unei translocaze, ribosomul se deplaseaza cu trei nucleotide în lungul ARNm, în directia 5'?3' Astfel ARNt-1 este scos din situsul P care va fi ocupat de ARNt-2, care poarta dipeptidul92 În situsul A eliberat se fixeaza ARNt-3 cu AA-3 si, printr-o noua legatura peptidica, AA-3 este fixat la la dipeptid Ciclul celor trei faze (acrosarea AA~ARNt la ribosom, formarea legaturii peptidice, translocarea ribosomului) se repeta si astfel catena polipeptidica creste la fiecare ciclu cu un amino acid De subliniat ca pe masura ce un ribosom avanseaza în lungul catenei de mARN alti ribosomi93 pot începe "lectura" acestei catene formându-se astfel sute sau mii de molecule proteice identice ("amplificare") Desigur în procesul de sinteza a polipeptidului se pot produce erori dar ele sunt corectate prin diferite mecanisme, ce implica diferite enzime si factori de elongatie Terminarea Elongatia polipeptidului se opreste când ribosomul ajunge la un codon stop, situsul de terminare a translatiei Î n acest moment se produce dezasamblarea complexului ribosom-ARNm-polipeptid (prin interventia unui factor proteic, RF) si polipeptidul este eliberat din ribosom Ribosomul poate fi reciclat pentru o noua sinteza iar polipeptidul sufera o serie de modificari posttranslationale si capata forma tridimensionala specifica 3 LOCALIZAREA PROTEINELOR Fiecare proteina, sintetizata pe baza informatiilor unei gene, functioneaza într-un anumit compartiment celular; de ex , tubulina-în citosol; histonele-în nucleu; succinat coenzima A reductaza-în mitocondrii; glicozil-transferazele-în aparatul Golgi; receptorii hormonilor peptidici-pe membrana celulara; colagenul-în spatiul extracelular etc Orice proteina cu o localizare speciala poseda în structura ei una sau mai multe "secvente-semnal" care vor determina, ca un veritabil "cod postal", adresa sa de destinatie O prima sortare a polipeptidelor nou sintetizate separa proteinele care vor ramâne în interiorul celulei de cele care vor fi "exportate"/excretate la exteriorul celulei Aceasta decizie initiala este determinata de prezenta unei secvente de 15-30 aminoacizi (hidrofobi), situata la capatul N terminal al proteinelor care vor fi excretate; ea se numeste peptid signal (semnal peptidic) si lipseste la proteinele cu destinatie intracitoplasmatica Dupa ce s-au încorporat circa 70 de AA dintr-o proteina excretata, secventa semnal devine "vizibila" din canalul ribosomic si pe ea se fixeaza o particula numita SRP (Signal Recognition Particule)94, care opreste translatia Complexul SRP-semnal peptidic recunoaste si se fixeaza pe un receptor ("docking protein") situat pe suprafata citosolica a reticulului endoplasmic (RE) (figura 4 19) Dupa fixare, semnalul peptidic traverseaza membrana RE iar ribosomii ce efectueaza translatia se fixeaza la RE; apoi particula SRP este eliberata si translatia se reia dar polipeptidul sintetizat este dirijat în lumenul RE (unde secventa peptidica care "si-a facut datoria" a fost deja clivata), fiind apoi transportat la exteriorul celulei Printr-un mecanism asemanator se realizeaza transportul proteinelor nucleare sau mitocondriale sau celor destinate aparatului Golgi În cazul proteinelor lizozomale si membranare mecanismele sunt diferite Proteinele (proteazele) destinate lizozomilor au o secventa de aminoacizi care determina aditia posttranslationala a manozei-6-fosfat; aceasta modificare determina dirijarea acestor glicoproteine din RE sau aparatul Golgi în interiorul lizozomilor Daca accidental modificare nu se produce transportul proteazele lizozomale neprocesate va fi anormal (în mucolipidoze si boala celulei I) Proteinele atasate la membrana se fixeaza prin secvente peptidice si SRP la un receptor din vecinatatea unui por membranar; ele încep sa traverseze membrana prin acest por pâna când se ajunge la o secventa ce opreste transferul si determina insertia proteinei în patura lipidica a mebranei 4 MODIFICARILE POST-TRANSLATIONALE ALE PROTEINELOR Pe masura ce un polipeptid se sintetizeaza, în anumite zone se formeaza prin repliere structuri secundare (?-elice în proteinele fibrilare sau ß-pliere, în proteinele globulare) (figura 4 6) prin interactiuni (punti de hidrogen, punti disulfidice) între diferiti aminoacizi învecinati sau situati mai la distanta; în felul acesta, la sfârsitul sintezei, polipeptidul ia configuratia spatiala, tridimensionala, specifica, care îi determina activitatea Structura tridimensionala a proteinelor este rezultatul interactiunilor fizice care se stabilesc între aminoacizii constituienti Cu toate acestea s-a constatat ca plicaturarea initiala a moleculelor proteice este un proces mediat de o serie de proteine numite "chaperones" (Hsp60, Hsp70 si Hsp90) Ele se cupleaza la nivelul lantului polipeptidic nascent si previn mai întâi initierea plicaturarii extremitatii N-terminale pâna când întregul proces de translatie nu este finalizat De asemeni, proteinele chaperones au un rol important în cazul proteinelor care trebuiesc transportate în diferite compartimente celulare, precum mitocondriile sau reticulul endoplasmatic, prevenind plicaturarea acestora pâna la atingerea destinatiei În afara modificarilor conformationale, polipeptidele pot suferi si alte modificari calitative, permanente sau reversibile care, în esenta, fac ca o proteina sa devina activa Modificarile reversibile ale proteinelor sunt reprezentate în special de acetilarea Lys (în cazul histonelor) sau fosforilarea Ser (în cazul kinazelor); aceste modificari pot influenta, uneori decisiv, activitatea proteinei Modificarile permanente pot fi de asemenea numeroase si importante * Clivarea proteolitica a catenei peptidice Dupa sinteza catenelor polipeptidice are loc cel mai adesea clivarea metioninei initiale si, la unele proteine, a mai multor aciziaminati de la extremitatea NH2 (secventa "peptid signal") Numeroase proteine sunt sintetizate sub forma unui precursor inactiv (pro-hormon, proferment) care nu poate actiona asupra substratului; dupa sinteza, precursorul este clivat proteolitic si rezulta o proteina matura, activa functional Un exemplu sugestiv este reprezentat de sinteza insulinei (figura 4 20) Alteori dintr-un singur precursor proteic(de exemplu , proopiomelanocortina) se pot produce mai multe polipeptide cu functie diferita * Hidroxilarea unor aminoacizi, de exemplu prolina si lizina în cazul colagenului, asigura stabilitatea unor complexe proteice (tripla elice de colagen) * Glicozilarea este un proces întâlnit în cazul glicoproteinelor, care sunt de regula fie secretate, fie localizate la suprafata celulelor Glicozilarea poate fi intiata la nivelul RE (N-glicozilarea unei asparagine prin adaugarea unui oligozaharid comun alcatuit din 14 reziduuri glucidice care va fi procesat ulterior) sau în interiorul aparatului Golgi (O-glicozilarea unei serine prin atasarea unui rest de N-acetilglucozamina sau a unei treonine) * Adaugarea de lipide este caracteristica proteinelor care vor fi ancorate în membrana plasmatica În cazul proteinelor care se vor localiza la fata interna a membranei plasmatice pot fi întâlnite trei tipuri principale de aditii lipidice: N-miristoilarea (la nivelul glicinei situate la extremitatea amino a proteinelor), prenilarea (la nivelul lanturilor laterale ale aminoacizilor ramificati: cisteina, serina si treonina) si palmitoilarea (la nivelul atomului de sulf al cisteinei) În cazul proteinelor care se localizeaza la fata externa a membranei plasmatice sunt atasate grupari glicolipidice, de regula la capatul C-terminal al lantului peptidic Proteinele pot fi compuse din unul sau mai multe polipeptide (formând o proteina multimerica; de exemplu, hemoglobina, fibrele de colagen etc), fiecare fiind supuse unor modificari posttranslationale Astfel, ele pot intractiona cu o serie de cofactori specifici (de exemplu, cationi bivalenti Ca+2, Fe+2, Cu+2, Zn+2 sau molecule mici necesare activitatii enzimatice, cum ar fi NAD+) sau liganzi Toate acestea vor influenta puternic conformatia si deci activitatea proteinei 5 SINTEZA PROTEINELOR , ORIGINEA SI EVOLUTIA VIETII Originea acizilor nucleici si a proteinelor, a codului genetic, a aparatului si mecanismului de translatie sunt probleme interesante si actuale, deoarece ele reprezinta, în esenta, substratul biochimic al originii vietii Faptele certe sunt putine iar ipotezele numeroase si divergente Dogma centrala a geneticii: ADN ? ARN ? proteine implica existenta unor molecule informationale dar si a unor proteine catalitice care sa realizeze diferitele etape ale transferului informatiei genetice Se pune firesc întrebarea: cine a aparut mai întâi pe Pamânt, proteinele sau acizii nucleici; daca se acorda prioritate acizilor nucleici atunci nimeni nu poate raspunde la întrebarea: cum a fost posibila replicarea, transcriptia sau translatia acizilor nucleici în absenta unor proteine catalitice Astfel, la nivel molecular, clasica dilema "oul sau gaina" se traduce printr-o noua dilema "acizii nucleici sau proteinele" ADN nu poate fi "molecula originara" deoarece este lipsita de activitati catalitice Recent s-au descoperit însa ribozimele, molecule de ARN dotate cu activitate catalitica si s-a presupus ca ARN ar putea fi în acelasi timp o molecula informationala si enzimatica, putând sa realizeze singura stocarea, conservarea si expresia informatiei ereditare S-ar putea deci prezuma ca viata a început "în supa prebiotica" prin formarea spontana a moleculelor de ARN, amino acizi si polipeptide care, actionând în simbioza, ar fi realizat complexe ribonucleoproteice capabile de "proliferare si perenizare" Foarte probabil, ARN a aparut înaintea ADN Caracterul chimio-reactiv al sistemului determina însa instabilitatea sa si riscul de auto-distrugere Pentru a evita acest lucru s-a trecut la o etapa superioara "acizi nucleici bicatenari", prin asocierea a doua molecule complementare de ARN Aceasta structura mult mai complexa pierde activitatea enzimatica (preluata de alte molecule polipeptidice) dar asigura stabilitate precum si perpetuarea informatiei, prin replicare Caracterul universal al codului genetic permite ipoteza logica ca toate organismele vii au avut un stramos comun El avea un cod genetic deja "elaborat", identic cu cel actual; în cursul evolutiei acest cod genetic a ramas "înghetat", nu a suferit modificari Se poate concluziona ca aparitia codului genetic si a aparatului sau traducator s-a facut deci în etapa prebiotica Acizii nucleici, primul "pas" al evolutiei biologice, au aparut pe cale abiogena si apoi s-au specializat, unii jucând rol de matrita, altii pe cel de translatori Astfel, acizii nucleici au dobândit capacitatea de a dirija asamblarea aminoacizilor (aparuti prin acelasi mecanism abiogen) Initial ei realizau acest proces ambiguu si bidirectional; ulterior, selectia si evolutia au exclus ambiguitatea si au stabilit un sens unidirectional de lectura a informatiei din ADN Evident, în absenta unor "molecule fosile", toate acestea ramân la nivel de ipoteze O problema, corelata cu evolutia initiala a lumii vii, este absenta intronilor la bacteriile actuale si prezenta lor la eucariote sau la bacteriile fosile de tip arheobacterii Pâna nu de mult se considera ca organismele eucariote provin dintr-o bacterie Ori, aceasta idee pare gresita: procariotele si eucariotele actuale provin probabil dintr-un stramos comun asemanator arheobacteriilor, care poseda un genom cu introni Probabil ca si codul genetic avea mici diferente fata de cel actual, fiind foarte asemanator cu cel al mitocondriilor Evolutia s-a facut prin pierderea intronilor, totala la procariotele actuale partiala la eucariote95 Deci bacteriile actuale, lipsite de introni ar fi punctul maxim al evolutiei (!!) deoarece utilizarea ADN este mai performanta decât la eucariote Explicatia s-ar putea baza pe timpul de înmultire foarte scurt (minute) ce face posibila succesiunea în timp a unui numar aproape infinit de generatii, oricum mult mai mare ca al eucariotelor superioare Aceasta schema seducatoare nu explica însa amplificarea taliei genomului odata cu "pasirea" pe treptele superioare ale evolutiei eucariotelor O alta problema vizeaza însasi originea genelor actuale cu o structura "în mozaic" Compararea (cu ajutorul ordinatoarelor) a secventei de aminoacizi a diferitelor proteine releva la unele proteine existenta unor domenii comune cu ale altor proteine Spre exemplu, în structura receptorilor pentru lipoproteinele LDL exista un domeniu care se gaseste în structura proteinei C9 a complementului sau alte domenii care exista în receptorul EGF (epidermal growth factor) în factorul IX a coagularii sau proteinei C Deoarece fiecare domeniu este codificat de un anumit exon, se poate conchide ca genele care determina proteinele respective au exoni comuni Pentru a explica acest fenomen s-a presupus ca " genele pentru proteinele actuale s-au format ca jocul de Lego" adica, prin asamblarea unor exoni (ce ar putea fi niste "gene mai mici") ce codifica anumite unitati functionale, într-o structura mai complexa, deci o gena "mai mare" ce determina o proteina mai complexa, cu proprietati specifice; mai clar, aceeasi exoni ar fi fost folositi în asamblarea unor gene diferite Intronii prezenti înca de la primele bacterii ancestrale ar fi, în aceasta conceptie, "fragmente de gene nefunctionale" D REGLAREA EXPRESIEI GENELOR Celulele corpului uman, indiferent de structura si functia lor, poseda aceeasi informatie genetica, deoarece rezulta prin mitoze succesive din zigot Expresia genica este însa diferita Unele gene (constitutive / domestice, de la housekeeping genes) sunt exprimate continuu, în toate tipurile celulare, fiindca produsii lor proteici sunt necesari permanent celulei (sinteze proteice, producere de energie etc); multe alte gene au o expresie limitata la anumite tesuturi specifice iar altele sunt complet si permanent inactivate În plus, expresia genelor "autorizate" sa se exprime prezinta o limitare spatiala (pentru anumite organe, tesuturi, celule, componente celulare) si temporala (stadii diferite ale dezvoltarii, diferentierii, ciclului celular), fiind adaptata la natura si intensitatea stimulilor extracelulari (factori inductibili) Toate aceste fenomene presupun interventia unor mecanisme complexe de control a expresiei genice Mecanismele de reglare ale expresiei genelor au fost descifrate initial la procariote; ele se bazeaza pe celebrul "model al operonului" descris în 1961 de catre Jacob si Monod la E coli (Premiul Nobel, 1965) Operonii regrupeaza într-o singura unitate functionala mai multe gene de structura (ce codifica enzime diferite care sunt însa implicate în acelasi lant metabolic), precum si gene de reglare a transcriptiei Genele reglatoare produc prin intermediul unor substante (represori) inactivarea sau activarea genelor de structura, de obicei sub actiunea unor factori de mediu (inductori, corepresori) Mecanismele de reglaj genic descrise la procariote nu sunt însa decât partial aplicabile la eucariote (reglarea inductibila), si deci la om, pentru doua motive esentiale: genomul uman nuclear este enorm (comparativ cu al bacteriilor) si puternic compactat în fibrele de cromatina, în nucleu Recunoasterea si activarea unei secvente scurte de nucleotide, corespunzatoare unei gene, într-un timp minim este foarte dificila De aceea în celulele diferentiate, anumite gene sunt deja preselectionate, prin modificarea dispozitiei cromatinei La eucariote functioneaza în mod cert mecanisme de reglaj multiple ce actioneaza în fiecare etapa (la niveluri diferite) a exprimarii genelor sau "fluxului de informatie" ADN ? ARNm? proteine; ele sunt adesea înlantuite si/sau arborescente, reducând considerabil efortul de selectie al unor gene ce trebuie exprimate si permitând o ajustare a vitezei si intensitatii reactiei la diferiti stimuli Etapa principala a reglarii expresiei genice se desfasoara în toate celulele la nivelul initierii transcriptiei ADN (controlul transcriptional, ce vizeaza recrutarea, pozitionarea si activarea ARNpolimerazei II) Dar mecanismele de control actioneaza si la celelalte niveluri, post-transcriptionale, în care este implicat ARNm (procesarea preARNm, transportul si stabilitatea ARNm, translatia, procesarea proteinelor) Mecanismul molecular comun pentru majoritatea formelor de reglare a expresiei genice este reprezentat de fixarea si interactiunea unor factori proteici la secventele de reglare ale acizilor nucleici, situate în vecinatatea genei (pe ADN) sau pe ARN transcris Factorii proteici reglatori sunt codificati de gene situate la distanta; deoarece ei trebuie sa "migreze" la situsul de actiune sunt numiti generic factori trans-reglatori (sau trans-activi) Secventele de reglare la care se fixeaza acesti factori se gasesc în aceiasi regiune ADN sau molecula de ARN ca si gena sau transcriptul ARN ce trebuie reglat; de aceea aceste secvente se numesc generic elemente cis-reglatoare (sau cis-active) In afara de factorii genetici, controlul expresiei genice poate fi influentat si de factori negenetici (care nu intereseaza secventa de nucleotide a ADN), cu alte cuvinte informatia genetica ramâne nemodificata si, de aceea, au fost denumite modificari epigenetice (epi - peste) 1 REGLAREA PRETRANSCRIPTIONALA (EPIGENETICA) A EXPRESIEIE GENICE Reglarea pretranscriptionala a expresiei genice vizeaza manifestarea lor "spatiala" în anumite organe, tesuturi, linii sau tipuri celulare si chiar celule individuale Dupa cum se stie, continutul în ADN al tuturor celulelor umane nucleate (provenite prim mitoze succesive din zigot) este virtual identic dar, exceptând genele "domestice/constitutionale" care se exprima în toate celulele (deoarece codifica proteine esentiale pentru viata celulei), toate celelalte gene au o expresie specific tisualara sau celulara Aceasta presupune selectia anumitor gene în celulele embrionare diferentiate si mentinerea acestei expresii diferentiate în descendenta lor Ambele fenomene sunt realizate prin interventia unor mecanisme epigenetice si a unor mecanisme de control la distanta prin structura cromatinei 1 1 MECANISMELE EPIGENETICE În nucleul celulelor, moleculele de ADN formeaza cu histonele structuri compacte sub forma fibrelor de cromatina Pentru ca sa se initieze transcriptia unei gene trebuie ca factorii proteici de reglare sa aibe acces la promotorul genei Aceasta implica o modificare a structurii cromatinei, mai ales în regiunile de eucromatina, active transcriptional In general este vorba de o serie de modificari ale histonelor sau de metilarea ADN (mecanism general de mentinere a represiei transcriptiei) Toate aceste modificari epigenetice au doua trasaturi esentiale: caracterul reversibil (care le fac extrem de utile în reglarea expresiei genice) si potentialul lor ereditar (se pot transmite in succesiunea generatiilor, precum si în cursul diviziunilor celulare) a) Modificari ale histonelor Modificarile histonelor (metilare, acetilare, fosforilare si ubiquitinare) au rol important în reglarea expresiei genice si reprezinta un marker epigenetic esential Aceste modificari intereseaza "cozile aminoterminale" ale histonelor, bogate în aminoacizi precum lizina, arginina si serina, care sunt "tinta" modificarilor epigenetice Fiecare dintre modificarile mentionate mai sus intereseaza specific anumiti aminoacizi (1) Metilarea histonelor poate avea loc la nivelul mai multor reziduuri de lizina sau arginina ale acestor histone, dar cele mai importante sunt: metilarea la nivelul reziduului Lys4 al histonei H3 (H3-K4) care este asociata cu expresia activa a genelor, respectiv metilarea reziduului Lys9 al histonei H3 (H3-K9) care este asociata cu atenuarea trasncriptiei Aceste modificari sunt rezultatul activitatii unor histon-metiltransferaze (2) Acetilarea histonelor se afla sub controlul unor histon-acetiltransferaze (HAT) care determina o relaxare a structurii cromatinei ce favorizeaza transcriptia si, respectiv a unor histon-deacetilaze (HDAC) care produc o compactarea a structurii cromatinei si suprimarea transcriptiei Modificarile histonelor se asociaza cu modificari ale structurii cromatinei Cromatina inactiva transcriptional se afla într-o conformatie puternic condensata si asociata cu fixarea strânsa a histonei H1 In schimb cromatina activa adopta o conformatie "mai deschisa" produsa de acetilarea histonelor nucleosomale si, probabil, de hipometilarea citozinei In sfârsit, exista o serie de modificari ale cromatinei induse componenta SWI/SNF a complexului transcriptional care, în prezenta ATP, desface structura nucleosomilor si favorizeaza transcriptia b) Metilarea ADN Metilarea ADN este al doilea marker epigenetic esential La om, metilarea ADN are loc aproape exclusiv în pozitia 5' a citozinei din cadrul dinucleotidelor CpG96, concentrate în anumite regiuni denumite insule CpG, localizate foarte adesea la nivelul regiunilor promotor a numeroase gene, precum si în interiorul unor gene amprentate (vezi mai jos) Metilarea ADN este guvernata de actiunea unor ADN-metiltransferaze si, probabil, a unor ADN-demetilaze Au fost identificate doua clase importante de ADN-metiltransferaze: DNMT1 este metiltransferaza de mentinere, care metileaza dinucleotidele CpG din catenele ADN nascente în cursul procesului de replicare a ADN; functia sa este esentiala în mentinerea modelului de metilare a ADN în succesiunea generatiilor de celule (figura 4 21) DNMT3A si DNMT3B sunt metiltransferaze de novo, implicate în stabilirea modelului nou de metilare a ADN în diversele etape ale dezvoltarii DNMT1 si DNMT3A interactioneaza cu histon-deacetilazele (HDAC) si ca urmare pot represa transcriptia Ca urmare, între metilarea ADN si deacetilarea histonelor exista o stransa interdependenta Metilarea ADN asociata cu deacetilarea histonelor (care creste gradul de condensare al cromatinei) reprezinta mecanismul principal de represie al transcriptiei la vertebrate si poate fi considerata ca "o pozitie standard" Toate secventele care sunt transcrise activ trebuie sa fie nemetilate (cel putin în regiunea promotor) Pentru aceasta pledeaza modificarile în metilare care au loc în timpul gametogenezei si dezvoltarii embrionare Dezvoltarea embrionara precoce necesita capacitatea de a activa numeroase gene, urmata de inactivarea selectiva a unora dintre acestea, pe masura ce are loc diferentierea celulara Aceasta reprogramare a întregului genom a fost demonstrata a apare imediat dupa fertilizare si este consecinta, cel putin în parte, a unei demetilari rapide a ambelor genomuri parentale asociata cu decondensarea cromatinei si activarea genelor esentiale dezvoltarii precoce Demetilarea apare initial la nivelul pronucleului masculin si se pare ca prin mecanisme active (interventia unor ADN-demetilaze), pentru ca dupa formarea zigotului sa continue pasiv, la nivelul întregului genom nou constituit (figura 4 22) Pâna în stadiul de blastocist majoritatea genomului este demetilat, exceptie facând genele amprentate (vezi mai jos) Dupa implantarea embrionului au loc fenomene de metilare de novo care sunt asociate cu stabilirea diferitelor linii celulare si, deci, cu diferentierea celulara Metilarea apare initial la nivelul celulelor interne ale blastocistului care vor forma ulterior viitorul embrion, în timp ce celulele care formeaza trofoblastul (din care deriva placenta, sacul galben etc ) ramân hipometilate Metilarea ADN poate interveni în represia expresiei genice prin câteva mecanisme distincte În primul rând, prezenta gruparilor metil atasate ADN poate inhiba legarea unor factori de transcriptie la secventele lor tinta În al doilea rând, represarea expresiei genice poate fi mediata de catre o serie de proteine (MECP2, MBD1, MBD2, etc) etc care au capacitatea de a recunoaste si a se lega specific la gruparile metil atasate citozinei Cunoasterea acestor fenomene este departe de a fi încheiata dar consecintele practice încep sa se întrevada Vom metiona doua aspecte: * O serie de proteine implicate în reglarea metilarii ADN sau a reglarii metil-dependente a expresiei genice au fost identificate recent a fi tinta mutatiilor care produc cateva boli genetice Astfel, mutatiile MECP2 sunt responsabile de producerea sindromului Rett (OMIM 312750) boala genetica dominanta legata de X, letala la sexul masculin, caracterizata prin dezvoltare neurologica normala pâna la vârsta de 7-18 luni urmata de o deteriorare rapida a functiilor neurologice cu dementa, autism, miscari caracteristice ale mâinilor, ataxie si microcefalie dobandita Mutatiile DNMT3B sunt asociate sindromului ICF (OMIM 242860), boala autosomal recesiva caracterizata prin anomalii faciale, imunodeficienta si hipometilarea regiunilor cu ADN satelit ale cromosomilor 1, 9 si 16, cu instabilitatea cromosomilor respectivi * O caracteristica a modificarilor epigenetice amintite (modificari ale histonelor si metilarea ADN) este potentialul lor reversibil, ceea ce a condus la posibilitatea dezvoltarii unor noi tinte terapeutice în diverse boli în care aceste mecanime de reglare sunt perturbate Asa sunt azacitidina si decitabina, inhibitori ai metilarii ADN sau acidul hidroxamic, inhibitor al histon-deacetilazelor (HDAC) c) Variatii în configuratia ADN Asa cum am precizat în capitolul 2 B 2, structura ADN nu este fixa, rigida Ea poate suferi o serie de modificari conformationale care influenteaza interactiunea dintre anumite secvente ale ADN si diferite molecule exogene reglatoare Supraînrularea ADN (controlata de topoisomeraze) ar face bazele din regiune promotor a genelor mai accesibile proteinelor reglatoare Mutatiile genelor pentru topoisomeraze sau inhibitorii acestor enzime produc o diminuare importanta a transcriptiei unor gene Trecerea de la forma B a ADN unor gene la forma Z a ADN ar putea fi vitala pentru reglarea activitatii genice Astfel, la nivelul unei gene care codifica o componenta a sistemului imun s-a dovedit ca secventa reglatorie din regiunea promotor este mai întâi convertita în forma de ADN-Z si abia apoi este activata Spre deosebire de conceptia clasica se considera ca trecerea tranzitorie în configuratia Z ar face secventele ADN mult mai accesibile la factorii de transcriptie Au fost identificate si alte variatii de la forma elicoidala clasica a ADN Astfel, portiunea monocatenara a ADN, cu care se termina telomerele fiecarui cromsomom, formeaza o bucla care se plicatureaza si determina un aspect de quadruplex (quadruplex G) Asemenea structuri au fost însa identificate si în alte regiuni ale ADN bogate în G; de exemplu, în imediata vecinatate a genei c-MYC, implicata în producerea multor cancere Mutatiile care determina abolirea acestei structuri au drept consecinta activarea acestei oncogene In sfârsit, exista situatii în care expresia unor gene este asociata cu o adevarata reconfigurare a genomului produsa prin recombinari somatice Asa este cazul genelor implicate în sinteza imunoglobulinelor sau a receptorilor TCR 1 2 IMPLICATII ALE MECANISMELOR EPIGENETICE ÎN CONTROLUL EXPRESIEI GENICE a) Controlul la distanta al expresiei genice La eucariote majoritatea genelor sunt transcrise individual Totusi s-au descris elemente cis-active care exercita un control la distanta asupra unei regiuni cromosomice ce contine un grup de gene, a caror activitate va fi reglata în mod coordonat De asemenea, foarte probabil, cromosomii sunt organizati în domenii functionale de expresie genica (domenii de cromatina) active (eucromatina) sau inactive (heterocromatina), separate de elemete de granita (numite si "insulators") ce împiedica raspândirea efectelor secventelor activatoare (enhancer) si atenuatoare (silencer) de la o regiune la alta se pare ca exista o organizarea functionala a cromosomilor în domenii cromatiniene cu expresie genica diferita (1) Reglarea expresiei genelor prin "efecte de pozitie" O dovada eleganta a existentei unor domenii de cromatina cu activitati transcriptionale diferite a fost adusa de rearanjamentele cromosomice care, atunci când repozitioneaza o gena activa în proximitatea unor blocuri de heterocromatina centromerica sau telomerica, pot suprima expresia genica Acest efect de pozitie demonstrat initial la Drosophila a fost identificat recent si la om Astfel, în distrofia musculara facio-scapulo-humerala, boala neuromusculara progresiva, autosomal dominanta, gena FSHD este situata aproape de telomerul cromosomului 4q; în cazul în care se produce o deletie a segmentului intercalar aflat între gena si blocul de heterocromatina telomerica se reduce distanta dintre ele, gena este represata printr-un efect de pozitie Fenomene asemanatoare s-au descris si în alte boli Existenta unor secvente nucleotidice care controleaza la distanta un domeniu de cromatina mai larg a rezultat din studiul bolilor asocite cu rupturi cromosomice Astfel, activitatea genelor PAX6 de pe 11p13 si SOX9 de pe 17q24 poate fi suprimata prin rupturi produse la sute de Kb de aceste gene (care sunt normale si nemodificate ca localizare); este vorba de un efect la distanta analog efectului de pozitie descris mai sus (2) Reglarea coordonata a expresiei genelor ("locus control region") Se presupune ca unul din efectele diferentierii celulare este de a selecta genele ce vor fi transcrise într-o anumita celula si de a le plasa într-o configuratie spatiala speciala (de tipul unei bucle cromatiniene) care face promotorii genelor din aceasta structura mai accesibili la ARN polimeraza si la factorii de transcriptie S-a demonstrat, de exemplu, ca genele din familia alfa-globinei (?, a1, a2) si familia beta-globinei (?, ?, ? si ?) sunt situate una dupa alta (vezi figura 3 13) în aceeasi bucla cromatiniana Expresia lor în linia eritroida este determinata de niste situsuri situate la extremitatile buclei (regiunea LCR de la Locus Control Region), direct accesibile proteinelor reglatoare Aceasta regiune asigura reglarea temporala si specificitatea tisulara a expresiei genelor din familia ?-globinei: genele globinelor sunt activate într-o secventa temporala precisa, în anumite stadii ale dezvoltarii ontogenetice, care corespunde cu ordinea lor lineara pe cromosom În cursul dezvoltarii umane se sintetizeaza forme diferite de hemoglobina - embrionara, fetala, adulta (vezi caseta 3 3) La aceasta diversitate ontogenetica a tipurilor de Hb se adauga si faptul ca procesul de sinteza a Hb are loc în situsuri diferite în diferite perioade (sac galben, ficat, splina, maduva osoasa) Ambele fenomene implica activarea si inactivarea secventiala, în momente precise si tesuturi variate, a diferitelor gene ce alcatuiesc familia alfa-globinei (?, a1, a2) si beta-globinei (e, G?, A?, d si ß); acest proces de "comutare a hemoglobinei" ("hemoglobin switching") permite sinteza subunitatii adecvate de hemoglobina pentru o anumita perioada de dezvoltare (figura 3 14) Mecanismele care determina expresia unei anumite gene într-o anumita perioada si tesut implica secventele de reglare din regiunea promotor a fiecarei gene precum si o secventa reglatoare comuna numita Locus Control Region (LCR) situat în amonte de genele de structura LCR este necesar pentru a stabili care gena din grup se va exprima într-o anumita perioada de timp si în ce tesut Interesant este faptul ca în familia ß globinei expresia temporala a genelor se face în directia 5'?3', în ordinea (e???ß) în care se gasesc pe cromosom, fata de LCR De asemenea s-a stabilit ca LCR pentru globina are mai multe secvente cis-reglatoare pe care se fixeaza factorii de transcriptie GATA-1 si NFE-2 ce determina expresia genelor numai în celulele eritroide Fixarea factorilor de transcriptie la LCR modifica structura cromatinei la nivelul genelor beta, permitând altor TF sa acceseze gene individuale din grup Apoi, între factorii de transcriptie (TF) fixati pe LCR si TF fixati pe promotorul unei anumite gene are loc o interactiune (inclusiv o apropiere fizica, prin realizarea unei bucle în ADN) care activeaza sau represeaza transcriptia unei anumite gene Comutarile de expresie în anumite tesuturi se fac de asemenea prin interventia unor TF specifici tisulari Abilitatea unei singure regiuni de control, cum este LCR, sa regleze un grup de gene si nu una singura, reprezinta un nivel superior de control al expresiei genice97 Controlul combinat prin LCR si TF specifici în diferite tesuturi produc o comutare ordonata a sintezei Hb în cursul dezvoltarii b) Expresia monoalelica La majoritatea genelor, ambele alele materna si paterna se exprima (la nivel molecular); nu exista nici-o discriminare între ele (daca nu intervine o mutatie deci o diferenta genetica) Totusi, la om mai multe gene bialelice exprima în mod normal numai una din cele doua alele parentale, fie cea materna, fie cea paterna; prin aceasta excluzie alelica sau expresie monolelica se produce un fel de hemizigotie functionala Desi initial era considerata o raritate, expresia monoalelica a fost demonstrata la mai multe gene si se poate împarti în doua categorii: * Excluzia alelica în functie de originea parentala, reprezentata de fenomenul de amprentare genomica; * Excluzia alelica independenta de originea parentala; decizia de excludere, prin represie, a uneia din cele doua alele este "întâmplatoare" dar definitiva, se transmite ca atare celulelor fiice; în acest grup se încadreaza: - excluderea alelica prin inactivarea cromosomului X; - excluderea alelica dupa un rearanjament ADN programat (de exemplu, expresia genelor imunoglobulinelor în limfocitele B sau a receptorilor celulelor T în limfocitele T) - excluderea alelica prin mecanisme necunoscute (de exemplu, genele receptorilor olfacivi în neuroni s a ) (1) Amprentarea genomica Fenomenul de amprentare genomica se refera la prezenta unor modificari epigenetice cromosomice care pot avea drept consecinta expresia într-o maniera dependenta de originea parentala a genelor Amprentarea genomica a fost identificata prin studii de partenogeneza care au dovedit faptul ca genomul patern si matern nu sunt echivalente Ulterior au fost identificate o serie de boli produse ca urmare a disomiei uniparentale a unor cromosomi, adica mostenirea ambelor copii ale unui cromosom de la acelasi parinte Studiul unor asemenea boli a permis identificarea primelor gene amprentate Bolile genetice asociate unor tulburari ale genelor amprentate se caracterizeaza prin manifestari fenotipice care depind de originea parentala a defectului genetic Cele mai bine caracterizate asemenea sindroame sunt sindroamele Beckwith-Wiedemann (cromosomul 11p15 5) si Prader-Willi/Angelman (15q11-13) Sindromul Beckwith-Wiedemann (OMIM 130650) este caracterizat prin gigantism, macroglosie, omfalocel si predispozitie pentru dezvoltarea unor tumori Boala este asociata cu expresia bialelica a genei pentru factorul de crestere insulin-like tip 2 (IGF2), gena exprimata în mod normal numai de pe cromosomul patern, sau prin mutatii ale unei alte gene amprentate din vecinatate, CDKN1C În cazul sindroamelor Prader-Willi si Angelman sunt implicate cel mai adesea deletii largi ale regiunii cromosomice 15q11-13 * Atunci când defectul intereseaza cromosomul de origine paterna manifestarile clinice corespund sindromului Prader-Willi (OMIM 176270) caracterizat prin obezitate, hipostatura si retard mintal moderat Genele incriminate sunt SNRPN si necdina, ambele cu expresie de pe cromosomul patern * Defectele care intereseaza cromosomul de origine materna determina sindromul Angelman (OMIM 105830) caracterizat prin ataxie, hiperactivitate, retard mintal sever cu lipsa vorbirii si crize de râs In unele cazuri boala este determinata de defecte ale genei UBE3A care este exprimata exclusiv matern la nivel cerebral In ultimii ani au fost identificate cel putin 40 de gene amprentate (o lista a genelor amprentate la om poate fi gasita pe Internet la adresa: www geneimprint com) Acestea sunt localizate grupat, în anumite regiuni cromosomice (de exemplu gruparile de pe cromosomii 11p si 15q) Genele amprentate au o serie de trasaturi comune: * expresia monoalelica care depinde de originea parentala (expresia fie numai a alelei materne, fie numai a alelei paterne), * prezenta unor insule CpG în regiunea promotor sau într-un intron care sufera metilare diferentiata (dependenta de asemeni de originea parentala), * prezenta frecventa a unor molecule de ARN care sunt transcrise de pe catena ADN opusa (ARN antisens) - cu rol important în reglarea expresiei acestor gene Expresia monoalelica a genelor amprentate este un fenomen extrem de complex Numeroase gene prezinta acest model monoalelic doar în anumite etape ale dezvoltarii ontogenetice sau doar în anumite tesuturi De exemplu, gena IGF2 este exprimata bialelic în cursul dezvoltarii embrionare precoce (si aceasta favorizeaza procesele de crestere caracteristice acestei etape), pentru a dobândi apoi expresie exclusiv de pe cromosomul patern; exceptie fac unele tesuturi (ficat etc ) în care se pastreaza expresia bialelica Genele amprentate sunt implicate în controlul unor procese extrem de importante în cursul dezvoltarii si, ca urmare, alterarea expresiei normale a acestora (fenomen denumit pierderea amprentarii - de la loss of imprinting - LOI) este asociata cu numeroase boli, precum cancerele sau bolile asociate cu tulburari de comportament (2) Inactivarea cromosomului X la femei La femeile XX compensarea dozajului genic (fata de barbatii XY) este realizata prin inactivarea unui cromosom X, fenomen care apare precoce în cursul dezvoltarii embrionare Procesul de inactivare converteste un cromosom X din forma de eucromatina activa într-o forma heterocromatiniana puternic condensata si inactiva transcriptional (cromatina sexuala X sau corpusculul Barr în celulele epiteliale bucale) Inactivarea nu intereseaza cromosomul X în intregime: regiunile pseudoautosomale de la extremitatile comosomului X pot ramane active ca si o serie de gene de-a lungul cromosomului Acest proces de inactivare este eminamente epigenetic si este controlat de un centru de inactivare XIC, care a fost identificat la nivelul portiunii proximale a bratului lung (Xq13) La scurt timp dupa implantarea embrionului feminin, la acest nivel, pe unul din cei doi cromosomi X se constata cresterea marcata a expresiei genei XIST (de la X inactivation specific transcript) care codifica o molecula de ARN netranscrisa Acest tip particular de ARN "imbraca" cromosomul X si acest fenomen este esential în cadrul procesului de inactivare Desi gena XIST este esentiala pentru inactivarea cromosomului X, expresia sa nu este suficienta pentru realizarea acestui proces complex Catena opusa celei de pe care este transcrisa gena XIST contine informatia codificata pentru o molecula antisens numita TSIX, care regleaza în cis expresia XIST Alte modificari asociate cromosomului X inactiv sunt metilarea ADN, in special la nivelul promotorilor genelor, hipoacetilarea histonei H4, metilarea Lys9 a histonei H3 si asocierea cu unele variante histonice precum macroH2A1 si macro H2A2 La om inactivarea cromosomului X este considerata a fi întâmplatoare98 Totusi, în cazul unor anomalii cromosomice care intereseaza un cromosom X (precum deletiile unuia dintre cromosomii X sau translocatii X-autosomale) se observa o inactivarea preferntiala, neîntamplatoare, a cromosomului X normal În aceste cazuri se considera ca fenomenul de inactivare s-a produs la întâmplare dar rezultatul final este consecinta unor procese de selectie secundara în cursul dezvoltarii embrionare precoce a acelor celule care sunt caracterizate printr-un echilibru genetic mai bun Cu toate acestea, mai recent au fost identificate si cazuri aparent idiopatice de inactivare preferentiala a unui dintre cei doi cromosomi X, a caror etiologie genetica a fost documentata (3) Expresia monoalelica prin excluzia întâmplatoare a unei alele Expresia monoalelica datorata amprentarii genetice intereseaza un numar relativ redus de gene Cu toate acestea, expresia monoalelica este un fenomen relativ frecvent întâlnit la nivelul genomului uman In acest caz este însa vorba despre excluzia alelica, fenomen care se refera la expresia unei gene de la nivelul unui singur cromosom din perechea de omologi, fara a se tine cont de originea parentala a acestuia Expresia poate deci interesa cromosomii materni în unele celule si cromosomii paterni în alte celule Acest mod de expresie este însa pastrat fix în cursul succesiunii generatiilor de celule Desi nu este bine înteles, fenomenul de excluzie alelica implica cu siguranta mecanisme epigenetice care au permis coordonarea expresiei unor gene aflate la distanta în genom In unele cazuri excluzia alelica este foarte probabil si consecinta unor rearanjamente cromosomice care apar la nivel somatic Asa este cazul expresiei monoalelice întâlnite în cazul genelor care codifica imunoglobulinele în limfocitele B sau receptorii TCR la nivelul limfocitelor T (vezi si capitolul Imunogenetica) Expresia monoalelica este intalnita si în cazul genelor legate de X la femei, dar în acest caz este explicata de inactivarea întâmplatoarea a unuia din cei doi cromosomi Un exemplu foarte complex il reprezinta genele care codifica receptorii olfactivi la nivelul neuronilor mucoasei nazale Familia genelor pentru receptorii olfactivi este cea mai mare familie de gene la om, continând peste 1000 de copii organizate în circa 25 de grupuri (clusters) la nivelul a numerosi cromosomi În fiecare neuron olfactiv are loc expresia unui singur asemenea grup de gene, si aceasta implica existenta unor fenomene de reglare a expresiei genice capabile sa actioneze la nivelul întregului genom 2 REGLAREA TRANSCRIPTIONALA Controlul transcriptional al expresiei genice vizeaza reglarea activitatii ARN polimerazei II, enzima ce transcrie genele care codifica proteine si sintetizeaza ARNm Reglarea transcriptionala implica interactiunea unor proteine (factori trans-reglatori) cu secvente specifice de pe ADN (elemente cis-reglatoare), interactiune care determina transcriptia specifica a anumitor gene într-un anumit moment pentru a se produce o cantitate adecvata dintr-o anumita proteina 2 1 ELEMENTELE CIS-REGLATOARE Elementele cis-reglatoare sunt secvente scurte de ADN ale caror functii sunt limitate la o anumita gena; dupa fixarea unor factori "trans-reglatori" specifici (factori de transcriptie), aceste secvente permit recunoasterea genei de catre ARN polimeraza si regleaza specificitatea si intensitatea transcriptiei, adaptând-o la nevoile celulare Reamintim (vezi capitolul 3 B 1 2) ca unele elemente cis-reglatoare au o localizare perfect definita în promotorul genei: TATA box, CAAT box, GC box; pe aceste secvente se fixeaza factorii de transcriptie generali care formeaza, împreuna cu ARN polimeraza, complexul de initiere a transcriptiei sau complexul transcriptional bazal (vezi capitolul 4 C 1 2) Alte secvente (situate mai în amonte) confera specificitatea tisulara a expresiei genelor ce le poseda iar secventele RE99 (de la "responsive element") care fixeaza factori transcriptionali inductibili, activati în prealabil de catre un stimul extracelular: hormoni, AMPc, ioni etc Ultimul tip de secvente au o localizare variabila (în regiunea 5' sau în 3' sau în introni) si regleaza intensitatea transcriptiei; ele pot fi secvente stimulatoare ale transcriptiei (enhancers) sau secvente atenuatoare (silencers) Se poate spune ca regiunile reglatoare ale unei gene sunt constituite dintr-o serie de module pe care se fixeaza factorii de transcriptie realizând o anumita combinatie; prin interactiunea lor se produce o repliere a cromatinei care creeaza o structura spatiala ce permite ARN polimerazei sa se pozitioneze lânga situsul de initiere a transcriptiei si sa declanseze procesul de transcriptie cu o anumita viteza Fiecare gena poseda "un sistem de reglare" alcatuit din mai multi factori transcriptionali care nu sunt însa specifici unei singure gene Numarul lor este mic dar actiunea lor particulara este produsa prin combinatia specifica a anumitori factori trans si elemente / secvente cis Situatia este comparabila cu scrisul sau muzica în care un numar limitat de simboluri sau sunete permite o infinitate de combinatii diferite 2 2 FACTORII DE TRANSCRIPTIE TRANS-REGLATORI Factorii de transcriptie trans-reglatori sunt proteine reglatoare care se fixeaza pe elementele cis-reglatoare ale ADN (de regula, în marea încizura a dublei elice aADN) si interactioneaza cu alti factori de transcriptie, controlând initierea transcriptiei100 Toate aceste proteine transcriptionale contin un domeniu de fixare la ADN prin intermediul carora proteina recunoaste atât genele "tinta" cât si domeniul de transactivare prin care interactioneaza cu alti factori de transcriptie pentru a regla transcriptia Unele proteine trans pot contine un al treilea domeniu care este un situs de fixare pentru hormon, ioni etc Domeniul de fixare la ADN are o structura particulara de aminoacizi ce formeaza un "motiv structural" specific; în functie de alcatuirea sa, exista mai multe tipuri de factori de transcriptie (figura 4 23) * Proteine cu"degete de zinc", în care aminoacizii se dipun spatial sub forma unor degete de manusa (2-13) la baza carora se fixeaza (de cisteina si/sau histidina) un ion de Zn++, indispensabil activitatii proteinei; din aceasta categorie fac parte receptorii nucleari de hormoni, proteina Sp1 care se fixeaza pe promotorul a numeroase gene "domestice" (menajere) ; * Proteine "elice-cot-elice, în care aminoacizii ce alcatuiesc domeniul de fixare la ADN formeaza doua elice ? unite între ele printr-un "cot" ?; acest tip de structura (numit si homeodomeniu) se întâlneste într-o serie de proteine implicate în dezvoltare, numite homeoproteine: proteinele HOX, SOX etc; * Proteine "elice-bucla-elice" sunt proteine dimerice alcatuiti dintr-un domeniu de fixare specifica la ADN, o elice ?, o bucla laterala si o alta elice ?; cele doua molecule ce formeaza dimerul se leaga prin interactiuni ce se stabilesc între zonele din elice; astfel de structuri sunt prezente la proteinele care stimuleaza sinteza de imunoglobuline; * Proteine cu "fermoar de leucina" ("Leucin zipper") sunt proteine dimerice, alcatuite dintr-un domeniu de fixare specifica la ADN si un domeniu în ? elice, bogat în leucina, care interactioneaza cu domeniul omolog al celeilalte catene; exemple: proteina CREB, produsele oncogenelor JUN si FOS De mentionat ca factorii de transcriptie diferiti pot contine domenii similare de fixare la ADN dar au domenii diferite de trans-activare; în acest caz TF se fixeaza la aceeasi secventa de ADN dar activeaza transcriptia în mod diferit Exista si situatia inversa: TF cu domenii diferite de fixare la ADN si cu domenii identice de trans-activare Factorii de transcriptie se pot clasifica în cinci grupe (1) Factori de transcriptie generali (GTF sau TFII); se asambleaza pe secventa TATA; (2) Factori de transcriptie comuni care se fixeaza la secventele CAAT si GC; (3) Factori de transcriptie inductibili care dupa ce sunt activati de catre stimuli externi se fixeaza pe secventele RE, producând o crestere a transcriptiei genelor ce poseda RE; (4) Factori de transcriptie specifici pentru anumite celule (de exemplu Pit-1, factorul specific glandei hipofize); (5) Proteine activatoare sau represoare care se fixeaza pe activatori (enhancers) sau atenuatori (silencers) si intensifica sau inhiba transcriptia genei Factorii de transcriptie generali (GTF) se asambleaza pe TATA box într-o ordine secventiala pentru a forma complexul transcriptional bazal care fixeaza, pozitioneaza si activeaza ARN polimeraza II (de aceea se mai numesc TF II) (figura 4 24 A) Primul se fixeaza TF IID, un complex multiproteic) care se leaga la TATA prin proteina TBP; apoi se fixeaza în ordine: TFIIA,TDIIB,TFIIF/ARN polimeraza, TFIIE si TFIIH Unii din acesti factori au si alte activitati: de helicaza, de protein-kinaze, asemanatoare ciclinelor, de reparare a ADN (TFIIH) Factorii de transcriptie comuni activeaza/intensifica asamblarea GTF si ARN polimerazei la miezul promotorului Ei se fixeaza la secventele CAAT, GC, OCT si apoi interactioneaza prin domeniul lor trans-activator cu TFIID intensificând asamblarea complexului de initiere al transcriptiei De eemplu , TF Sp1 se leaga pe GC prin intermediul unui domeniu de fixare cu "degete de zinc"; apoi domeniul de transactivare recunoaste o componenta a TFIID si-l activeaza (figura 4 24 B) Factorii de transcriptie inductibili sunt activati în prezenta unui stimul specific (glucocorticoizi; TPA; estrogeni; calciu; metale grele) din mediul exterior si apoi se fixeaza la un element de raspuns (RE) specific (GRE; TRE; ERE; Ca++RE), stimulând transcriptia Acest mecanism functioneaza în anumite tipuri de gene De exemplu, TF inductibil AP1 este sintetizat într-o forma inactiva (fosforilata); în prezenta unui stimul - de tipul TPA (ester de forbol), factori de crestere, citokine sau neurotransmitatori; el activeaza cascada protein kinazei C, care produce defosforilarea AP1 si activarea sa; aceasta îi permite sa se fixeze la promotorii genelor care contin secventa TRE Dupa fixarea la ADN, AP1 interactioneaza cu complexul transcriptional bazal si creste rata de initiere a transcriptiei Un alt exemplu frumos de transcriptie inductibila este raspunsul celulelor la hormonii steroizi, un proces care implica fixarea hormonului (H) la un receptor(R) si apoi fixarea H-R la un RE specific (GRE, ERE, etc) (Castea 4 2) CASETA 4 2 Controlul transcriptiei mediat de receptori Hormonii steroizi (gluco-, mineralo-, sex-steroizi) si elementele similare (de exemplu, vitamina D) controleaza cresterea, dezvoltarea si homeostazia corpului uman Secretati de celulele endocrine, steroizii ajung prin sânge la celulele "tinta" Fiind liposolubili, ei traverseaza membrana celulara si, ajunsi în interiorul celulei, se fixeaza pe un receptor hormonal specific, prezent fie în citoplasma (de exemplu, receptorii pentru glucocorticoizi) fie în nucleu (de exemplu, receptorii de androgeni) (figura 4 25) Receptorii hormonilor steroizi sunt factori de transcriptie care au un domeniu de fixare a hormonului si un domeniu de fixare la ADN ce contine motive sub forma de "degete de zinc" Complexul activ receptor steroid se fixeaza în nucleu la situsurile RE corespunzatoare (HRE) si - prin interactiunea dintre receptor si TF din complexul bazal de transcriptie - este activata initierea transcriptiei unei clase specifice de gene (care au HRE) Factorii de transcriptie specific tisulari sunt deseori reprezentati de secventele activatoare sau atenuatoare (inhibitorii) De exemplu: activatorii genelor imunoglobulinelor functioneaza numai în limfocitele B; represorul neural restrictive silencer element (NRSE) inhiba activitatea unor gene în toate tesuturile, exceptând tesutul nervos; aici un factor de transcriptie specific, REST, produce blocarea elementului NRSE Alteori intervin secvente si factori de transcriptie specifici anumitor tesuturi De exemplu, TF specifici celulelor eritroide (NF-E2 sau GATA) se fixeaza pe secvente specifice de ADN din promotor si initiaza transcriptia anumitor gene în eritroblast; TF specifici pentru celulele pancreatice beta (PDX1) se fixeaza pe secventele A1,A2,A3 ale promotorului insulinei Factorii de transcriptie care se fixeaza pe activatori sau atenuatori ridica o problema interesanta: cum pot controla transcriptia unei gene secvente situate la mii de pb de gena, în amonte sau în aval de situsul de initiere (deci indiferent de orientare) Ipoteza cea mai probabila presupune ca TF fixat pe secventa activator interactioneaza cu o componenta a complexului bazal de trascriptie si determina formarea unei bucle a ADN care aduce cele doua secvente în strânsa apropiere (figura 4 24 b) 2 3 REGLAREA TRANSCRIPTIEI CA RASPUNS LA SEMNALE EXTRACELULARE ("EXPRESIA INDUCTIBILA A GENELOR") O varietate de mecanisme realizeaza reglarea transcriptionala ca raspuns la semnale101 (stimuli) extracelulari, numiti generic liganzi; acestia produc o modificare temporara si reversibila a transcriptiei unor gene ("expresia inductibila a genelor") Indiferent de mecanism, punctul final în acest tip de reglare este acelasi: un factor de transcriptie initial inactiv este activat specific de catre calea de semnalizare si apoi se fixeaza la secventele reglatoare specifice (numite elemente de raspuns) (RE) din promotorul genelor tinta, activând transcriptia lor Pentru a raspunde imediat la un stimul, factorul transcriptional necesar trebuie sa fie deja prezent în celula sub o forma inactiva Activarea sa se poate face prin mai multe procese a) Activarea transcriptiei printr-un ligand inductibil (controlul hormonal al transcriptiei) Hormonii hidrofobi cu molecula mica (de exemplu, hormonii steroizi) sau unele morfogene (de exemplu, acidul retinoic) difuzeaza prin membrana celulelor-tinta si se fixeaza pe un receptor intracelular, citoplasmatic sau nuclear; ei functioneaza ca factori de transcriptie inductibili (figura 4 25) Fixarea ligandului la receptor produce activarea lui; complexul ligand (hormon) receptor se fixeaza pe ADN la RE (elementul de raspuns) (GRE, TRE, ERE, ARE) localizat în promotorul mai multor gene tinta si activeaza transcriptia lor Receptorii steroizi fac parte din superfamilia receptorilor nucleari de hormoni Acesti receptori au o structura globala identica, fiind alcatuiti din mai multe domenii: domeniul A de lungime variabila si specific de receptor; domeniul B cu o structura în degete de zinc, foarte asemanatoare la diferiti receptori, prin care receptorul se fixeaza la ADN; domeniul C; domeniul D (relativ asemanator) unde se fixeaza hormonul b) Activarea transcriptiei prin transductia semnalului Anumiti factori extracelulari (hormoni peptidici, citokine, neurotransmitatori) pot declansa transcriptia unor gene fara a intra în celule (nu pot trece prin membrana plasmatica) Ei se fixeaza pe un receptor specific de pe suprafata celulei (cu activitate kinazica sau care poate activa kinaze intracelulare) care, dupa fixarea ligandului, îsi schimba conformatia spatiala si devine activ; în aceasta stare el transmite semnalul ligandului altor molecule din celula Prin activarea transcriptiei unor gene specifice, acest proces, numit transductia semnalului, joaca un rol important în controlul diviziunii celulare, cresterii si diferentierii Exista doua mecanisme posibile de transductie: * Transductia directa când receptorul ("cu un pasaj membranar") dotat cu activitate tirozin-kinazica (recepor RTK) recunoaste semnalul extracelular si îl traduce el însusi, declansând autofosforilarea unei molecule de tirozina (Tyr) din segmentul sau intracitoplasmatic; * Transductia indirecta în care receptorul ("cu sapte pasaje membranare") este cuplat cu un o proteina care, prin interactiuni cu alte proteine, transmite semnalul efectorului, în cazul de fata unui factor de transcriptie inactiv, situat în citoplasma sau nucleu (1) Calea directa de transmitere a semnalului prin cascada kinazelor Receptorul RTK (receptor cu activitate Tyr-kinaza) este alcatuira dintr-un domeniu extracelular care are situsul de recunoastere al ligandului, un domeniu transmembranar si un domeniu intracitoplasmatic dotat cu proprietati enzimatice de Tyr-kinaza Exista o mare diversitate de RTK dintre care în figura 4 26 sunt reprezentate cele mai importante clase (receptorii pentru EGF, Insulina, PDGF, FGF) Fixarea unui ligand pe receptorul (cu un pasaj membranar) acestei cai declanseaza o serie de reactii intracelulare în lant care vor duce în final la transcriptia genelor implicate în diviziunea celulara (figura 4 27) Fixarea ligandului produce o dimerizare a RTK care stimuleaza activitatea TK intrinseca receptorului si declanseaza autofosforilarea Tyr situata în domeniul intracitoplasmatic Tyr fosforilata este recunoscuta de proteina102 GRB2 (de la growth factor receptor bound) legata cu proteina SOS; GRB2 este deci un adaptor între RTK si SOS; care pozitioneaza o proteina SOS Proteina SOS este acum pozitionata la extremitatea substratului sau, care este proteina P21 (codificata de gena RAS), o proteina ancorata pe fata interna a membranei celulare; sos faciliteaza astfel activarea P21 RAS-GDP Proteina RAS, activata prin legarea cu GTP (gratie lui SOS), poate actiona asupra mai multor tipuri de efectori; cel mai cunoscut este kinaza RAF-1 care (sub actiunea P21-RAS-GTP) sufera o modificare a localizarii sale (o translocare), ajungând în contact cu membrana celulara, fosforilata si activata Ea va determina activarea în cascada a altor kinaze, MEK si MAPK În final MAPK activata este translocata în nucleu unde fosforileaza mai multi factori de transcriptie ca fos, jun, myc, care vor controla expresia genelor implicate în diviziunea celulara De precizat ca domeniul citoplasmatic al RTK poseda mai multe molecule de Tyr care se pot autofosforila independent; aceasta va face ca fiecare molecula Tyr fosforilata sa fie recunoscuta de alta proteina (diferita de GRB2) producând raspunsuri biologice diferite în tipuri celulare diferite Invers, doua RTK diferite (de ex , EGF-R si PRGF-R) pot avea o aceiasi molecula Tyr ce se va fosforila, activând o aceeasi cale de semnalizare (2) Calea directa de transmisie a semnalului prin kinaza "Jak"103 O cale mai scurta de transmisie a semnalului (folosita de unii factori de crestere sau citokine) implica proteinele JAK (figura 4 28) Fixarea ligandului la RTK activeaza JAK1,o Tyr-kinaza citoplasmatica, care la rândul ei fosforileaza o Tyr a unui factor de transcriptie STAT (de la signal transducer and activator of transcription) Acest factor activat patrunde în nucleu si stimuleaza transcriptia unor gene, în special a genei c-fos (3) Calea indirecta de transmitere a semnalului, prin receptorii de suprafata cu sapte pasaje membranare, cuplati cu proteine G Cea mai mare familie de receptori membranari (câteva sute) este constituita din receptorii cu sapte pasaje transmembranare (receptori pentru proteine, amine, cationii de Ca++, fotoni etc) Segmentele transmembranare delimiteaza o cavitate unde se gaseste de obicei situsul de legare Receptorii sunt cuplati cu intermediari (de obicei proteine G heterotrimerice) între receptorul care primeste semnalul si efectorul (factorul de transcriptie inactiv) responsabil de actiune (Robbell si Gilman, Premiul Nobel 1994) Activarea transcriptiei pe aceasta cale foloseste doua mecanisme ce permit transmiterea rapida a semnalului de la receptorii de suprafata la nucleu, ambele implicând fosforilarea proteinelor * În primul mecanism, receptorul cuplat cu o proteina G (de la GTP-binding regulatory proteins) activeaza anumite protein kinaze care apoi sunt translocate din citoplasma în nucleu unde fosforileaza factorii de transcriptie tinta Exemplul cel mai edificator este semnalizarea hormonala pe cale AMP ciclic Prin fixarea hormonului la receptorul cuplat cu proteina G (heterotrimerica - a,ß,?- în care subunitatea a este legata la GDP) se produce o modificare conformationala care permite activarea si disocierea subunitatii a a proteinei G (figura 4 29 A); subunitatea a+GTP va activa adenilat-ciclaza, fixata de membrana, care va sintetiza (din ATP) AMP ciclic, mesagerul secund al diferitor hormoni si altor molecule de semnalizare AMPc va activa, prin intermediul protein kinazei A, un factor specific de transcriptie, CREB (de la CRE-binding protein), care se va fixa pe elementul de raspuns al AMPc numit CRE si situat în promotorul unor gene, declansând transcriptia lor * În al doilea mecanism, factorii de transcriptie inactivi se gasesc în citoplasma si, dupa activarea lor prin fosforilare, ei sunt translocati în nucleu, unde declanseaza transcriptia Un exemplu pentru acest mecanism este activarea NF-kB pe calea de semnalizare a protein kinazei C (figura 4 29 B) NF-kB este un factor de transcriptie implicat în activarea diferitelor gene ale imunitatii, care se gaseste în citoplama sub forma inactiva datorita cuplarii cu IkB Dupa fixarea ligandului (un factor de crestere) la un receptor cuplat cu o protein kinaza se produce activarea fosfolipazei C, legata si ea la receptor,care converteste apoi PIP2 (fosfatidilinositol bifosfat) în IP3 (inositol-trifosfat) si diacilglicerol Diacilglicerolul va activa protein kinaza C care la rândul ei activeaza NF-kB (prin degradarea IkB) care este translocat în nucleu si activeaza transcriptia unor gene tinta 2 4 SELECTAREA PROMOTORILOR Unele gene umane au doi sau mai multi promotori si prin folosirea lor alternativa se pot produce diferite isoforme ale unei proteine, cu proprietati diferite: sinteza în tesuturi diferite sau perioade diferite de dezvoltare, localizarea subcelulara sau capacitatea functionala variata Promotorii au "forte" inegale, determinând tipul si cantitatea de mesager transcris Alegerea promotorilor nu se face la întâmplare ci prin actiunea unor factori trans-regulatori, dintre care unii sunt specifici unui tesut; acest fapt explica de ce unele tesuturi exprima un tip de mesager iar alte tesuturi un alt tip (exemplu, a-amilaza; figura 4 30) Un exemplu frecvent citat de selectie a promotorilor priveste gena giganta a distrofinei (2 4 Mb; 79 exoni) care are cel putin opt promotori; patru sunt situati în regiunea reglatoare 5' si sunt specifici pentru cortexul cerebral, muschi, cerebel, limfocite; se produc patru isoforme mari de distrofina, diferite prin capatul amino-terminal, datorita folosirii alternative a exonului 1 Alti patru promotori sunt "interni", în structura zonei centrale a genei; transcriptia care începe de la nivelul acestor promotori va folosi numai o parte din exoni, rezultând isoforme mici de distrofina, prezente în rinichi, retina, celulele Schwann 3 REGLAREA POSTTRANSCRIPTIONALA Reglarea expresiei genelor se poate face si prin mecanisme ce pot interveni post-transcriptional, modificând calitativ sau cantitativ formarea ARNm matur Mai frecvent este vorba de matisarea sau poliadenilarea alternativa prin care o gena codifica mai multe proteine; mai rar se întâlneste "editarea" ARN Aceste mecanisme, deseori combinate, implica recunoasterea unor secvente specifice din ARN de catre proteine sau molecule de ARN reglatoare Vom prezenta câteva din mecanismele mai cunoscute 3 1 MATISAREA ALTERNATIVA SAU DIFERENTIALA In procesul de maturare celula, printr-un mecanism "de alegere" (ce implica factori de transcriptie specifici de tesut), elimina din ARNm precursor nu numai intronii, ci si unii exoni codanti; prin acest proces de matisare si/sau poliadenilare alternativa, dintr-un transcript primar se formeaza mai multe molecule diferite de ARNm matur si, prin translatie, aceeasi gena poate produce mai multe proteine diferite (figura 4 9) Uneori acestea au functii analoge (sunt "isoforme"), asa cum este cazul genei mielinei, sau cu localizari tisulare sau intracelulare diferite (genele pentru imunoglobulina M, tropomiosina, receptorul hormonului de crestere, eritropoietina etc) Alteori se produc proteine complet diferite ca structura si functie; exemplul deja clasic este reprezentat de gena calcitoninei care, în celulele C din tiroida produce calcitonina (un hormon ce asigura homeostazia C2+ circulant) iar în hipotalamus, un peptid înrudit cu calcitonina (CGRP), cu functii neuromodulatoare si trofice Fenomenul de selectie a exonilor /matisare alternativa se întâlneste la numeroase gene umane, explicând probabil ca prin utilizarea a circa 35 000 de gene se pot sintetiza peste 100 000 de tipuri diferite de proteine Pentru moment mecanismele de control al acestui proces nu se cunoaste prea bine; intervin probabil regulatori ai matisarii, proteine din familia SR (ce contin un domeniu de fixare la ARN, alcatuit din serina-arginina) sau ribonucleoproteine nucleare heterogene (ARNhn) Specificitatea tisulara a acestui proces implica existenta certa a unor molecule reglatoare diferite 3 2 POLIADENILAREA ALTERNATIVA Numeroase gene contin la nivelul regiunii lor 3'UTR doua sau mai multe semnale de poliadenilare si, ca urmare, pot suferi procese de adenilare alternativa, cu specificitate tisulara In alte cazuri, matisarea alternativa poate sa evidentieze un asemenea situs alternativ de adenilare (ca în cazul genei pentru calcitonina si CGRP mentionat anterior) 3 3 MODIFICAREA STRUCTURII PRIMARE A ARNm ("RNA EDITING") "Editarea" ARN este o forma rara de procesare post-translationala a ARNm în care se produc modificari enzimatice specifice (substitutia, insertia sau deletia) unui nucleotid La om au fost descrise: substitutia C ? U (în gena pentru apolipoproteina B), substitutia A ? I (Inositol) (în gena pentru receptorul glutamat B), substitutia U ? C (în gena WT1) În felul acesta, acelasi ARNm, în tesuturi diferite, poate suferi o modificare a structurii primare producând proteine diferite prin lungimea lor Spre exemplu, ARNm pentru apolipoproteina B produce în ficat Apo-B100 si în intestinul subtire o proteina mai mica, Apo-B48, care are o secventa de aminoacizi identica cu prima parte a Apo B-100; explicatia acestei translatii diferite este "simpla": în intestin, în codonul 2152 al ARNm, C este înlocuita cu U si aceasta modificare transforma codonul sens într-un codon stop si opreste translatia ARNm la amino acidul 48 3 4 MODIFICAREA STABILITATII (DURATEI DE VIATA) A ARNm Intensitatea sintezei unei proteine depinde de concentratia (cantitatea) ARNm corespunzator iar aceasta de durata lui de viata De exemplu, ARNm produs de genele c-MYC sau c-FOS are o stabilitate anormal crescuta si determina o sinteza excesiva a proteinelor corespunzatoare, care intensifica proliferarea celulara Cresterea stabilitatii este determinata de lungimea secvantei poliadenilice din regiunea 3' Un alt exemplu: sinteza de histone este intensa în timpul replicarii ADN si foarte scazuta în alte momente din viata celulei; acest fenomen este rezultatul modificarii stabilitatii mesagerului pentru histone 3 5 MODIFICAREA STOCAJULUI ARNm Stocajul post-transcriptional al moleculelor de ARNm în nucleu sau în citoplasma si distributia / disponibilitatea lor în momentul translatiei este cert o modalitate de reglare a sintezei proteinelor De exemplu, unii stimuli hormonali pot produce o intensificare rapida a sintezei de proteine prin eliberarea ARNm deja stocat si nu prin stimularea transcriptiei Mecanismele prin care se "decide si se realizeaza" stocarea anumitor mesageri nu sunt cunoscute 3 6 INTERVENTIA MOLECULELOR DE ARN INTERFERENT (ARNi) Conform "dogmei centrale" a geneticii emisa in anii '50, fluxul informatiei genetice se desfasoara în directia ADN ?ARN?proteine De atunci, numeroase studii au dovedit ca ARN este mai mult decat un simplu intermediar Foarte recent au fost descrise însa câteva clase de molecule ARN care ar putea modifica complet viziunea asupra acestor molecule Conform unor date majoritatea moleculelor de ARN sunt "actori principali" într-o adevarata retea moleculara implicata în reglarea expresiei genice Printre asemenea clase noi de molecule ARN fac parte si moleculele de ARNi (interferent) Ele sunt codificate de gene care pot avea diverse localizari cromosomice si, odata transcrise, adopta o conformatie bicatenara Sub actiunea unor enzime (precum enzima Dicer) asemenea molecule de ARN bicatenar sunt fragmentate în piese scurte de 21-23 nucleotide, monocatenare, care se pot fixa pe baza de complementaritate la moleculele de ARNm Atunci cand complementaritatea este perfecta, rezultatul poate fi impiedicarea translatiei Când legaturile pe baza de complementaritate sunt imperfecte efectul de inhibitie a translatiei poate fi redus sau nul Prima gena din acesata clasa a fost identificata la om în anul 2000 (gena LET-7), iar analiza secventei sale a permis evidentierea rapida a mai multor gene identice la nivelul câtorva cromosomi 4 REGLAREA TRANSLATIONALA 4 1 REGLAREA TRANSLATIONALA CA RASPUNS LA ACTIUNEA UNOR FACTORI EXTERNI Exista cu certitudine o reglare translationala a sintezei de proteine dar aceasta este putin cunoscuta Probabil ca unele mecanisme care produc acest tip de reglare influenteaza stocajul mesagerilor, descris mai sus Alte mecanisme implica recunoasterea specifica a unor secvente cis-reglatoare din regiunile netranslate 5'UTR sau 3'UTR din ARNm, de catre anumite proteine trans-reglatoare Cel mai cunoscut exemplu de reglare translationala este reglarea sintezei de feritina (proteina ce fixeaza si transporta Fe2+) în functie de nivelul fierului: cresterea nivelului de fier stimuleaza productia de feritina si invers În regiunile 5'UTR si 3'UTR se gaseste un element cis-reglator (în forma de "ac de par"), numit IRE (de la Iron Response Element), pe care în absenta Fe2+ se fixeaza o proteina ce opreste temporar sinteza pe matrita de ARN si o protejeaza Un alt mecanism de reglarea a translatiei implica modularea activitatii unor factori de initiere ai translatiei, precum IF-2 IF-2 activat prin cuplarea sa cu GTP are rolul de a fixa prima molecula de ARNt (metionil-ARNt) la nivelul ribosonului Eliberarea sa ulterioara este insotita de hidroliza GTP, cu transformarea consecutiva în GDP Pentru a participa la un nou ciclu de initiere, este nevoie de schimbul GDP cu o noua molecula de GTP Acest nivel s-a dovedit a fi un punct critic de reglarea a translatiei în o serie de celule Fosforilarea IF-2 blocheaza GDP si impiedica schimbul sau cu GTP Un tip de celula în care apare aceasta fosforilarea este reticulocitul, celula dedicata in principal sintezei hemoglobinei Atunci când cantitatea de hem nu este suficienta, este activata o proteinkinaza care induce fosforilarea IF-2 si blocheaza astfel translatia Au fost evidentiate si alte niveluri la care poate interveni reglarea translationala, precum factorul de initiere IF-4E care se leaga la structura "cap" a ARNm 4 2 CONTROLUL TRANSLATIONAL AL EXPRESIEI GENICE IN CURSUL DEZVOLTARII EMBRIONARE PRECOCE Lungimea cozii poliadenilice are un rol important în cursul dezvoltarii embrionare precoce Dupa fertilizare, nici o molecula de ARNm nu este nou sintetizata pâna în stadiul de embrion cu 4-8 celule În citoplasma ovocitului se gasesc numeroase molecule de ARNm de origine materna care au o coada poliadenilica scurta, de aproximativ 20 nucleotide Aceste molecule sunt doar stocate, iar translatia lor în cursul unor faze specifice ale dezvoltarii este consecinta unor mecanisme care implica aditia a noi adenine numai în cazul în care sunt identificate în amonte secvente poliuridilice specifice, precum si interactiunea acestei cozi cu o serie de proteine specifice 4 3 LOCALIZAREA INTRACELULARA A ARNm Anumite secvente ale ARNm localizate la nivelul extremitatilor 5' si 3' (regiunile UTR) pot determina localizarea tintita a acestor molecule la nivelul anumitor compartimente ale celulelor Un asemenea mecanism pare a fi mai eficient decat tintirea ulterioara a proteinelor prin atasarea unor secvente semnal: o singura molecula de ARNm poate fi suficienta pentru sinteza a mii de molecule proteice în compartimentul celular dorit Asemenea mecanisme au fost descrise în special în cazul unor celule cu dimensiuni considerabile, precum neuronii De exemplu, moleculele de ARNm pentru proteina mielinica bazicasunt transportate cu ajutorul kinezinei direct la nivelul prelungirilor oligodendrocitelor; ARNm pentru proteina tau sunt transportate direct la nivelul protiunilor proximale ale axonilor Informatia ereditara, necesara pentru sinteza diferitelor proteine si realizarea caracterelor fenotipice, se transmite din generatie în generatie, în doua etape (vezi figura 1 1): * biosinteza unor noi molecule de ADN identice cu molecula initiala - prin replicare semiconservativa - care va conduce la dublarea cantitatii de ADN; * distributia totala, egala si precisa a materialului genetic dublat, prin diviziune celulara Aceste procese, riguros controlate, se realizeaza de obicei cu mare fidelitate (exactitate) asigurând astfel stabilitatea proceselor ereditare Evident, ele pot suferi si erori (de replicare sau de distributie) care, în absenta unor mijloace eficace de reparare si eliminare a erorilor, pot avea consecinte importante la descendenti, producând boli Transmiterea informatiei si caracterelor ereditare în succesiunea generatiilor de celule si organisme eucariote este supusa unor legi obiective si universale A REPLICAREA ADN Descriind modelul structurii ADN, alcatuit din doua catene polinucleotidice, antiparalele (cu polaritate inversa), legate între ele (prin punti de hidrogen) în mod complementar (A-T; G-C), Watson si Crick au intuit de la început ca modelul propus de ei explica mecanismul de copiere a informatiei genetice: fiecare catena serveste drept matrita pentru formarea unei catene noi Schematic, dubla spirala a ADN se separa în cele doua catene componente (asemenea deschiderii unui fermoar), formând o structura în forma de Y numita "furca de replicare" Fiecare catena serveste apoi ca matrita sau tipar pentru aranjarea complementara (A-T, G-C) si secventiala (în directia 5'?3') a deoxiribonucleotidelor activate, care vor fi polimerizate sub actiunea ADN polimerazei (figura 5 1 ) Astfel, o molecula bicatenara de ADN va forma doua molecule noi, identice între ele precum si cu molecula "parentala", fiecare formata dintr-o catena "veche" si o catena "nou sintetizata"; de aceea procesul de sinteza al ADN a fost numit replicare semiconservativa În felul acesta informatia genetica a fost transmisa întocmai, în succesiunea generatiilor de molecule Experimental, s-a dovedit104 ca procesul real al replicarii genomului este concordant cu aceasta ipoteza dar prezinta un nivel de complexitate care a evoluat de la organismele inferioare la cele superioare Cele mai multe studii ale mecanismului de replicare a ADN au fost efectuate la procariote, din cauza facilitatilor experimentale, dar mecanismul de baza este similar si la eucariote Cu toate acestea replicarea ADN în celulele animale este un proces foarte complex datorita marimii enorme a genomului, fragmentarii sale în cromosomi, asocierii cu proteine histonice în nucleosomi si compactarii, prin spiralizare, în fibre de cromatina De aceea, replicarea ADN implica numeroase interactiuni proteina-proteina si proteine-ADN si este precis reglata temporal si spatial, în concordanta cu fazele ciclului celular Pentru a putea discuta aceste "particularitati" de complexitate, decisive pentru acuratetea transmiterii informatiei ereditare, vom prezenta mai întâi "masinaria" de sinteza si mecanismul molecular "de baza" al replicarii ADN 1 PROTEINELE IMPLICATE ÎN REPLICAREA ADN Replicarea ADN se face sub actiunea precisa si rapida a unui complex multiproteic (numit si sintesom), o veritabila "masina de replicare", care se misca în lungul ADN (figura 5 2) Fiecare piesa componenta are functii precise ADN polimerazele La om au fost identificate cinci tipuri de ADN polimeraze, denumite a, ß, ?, d si e; în replicarea ADN nuclear sunt implicate ADN polimeraza d, enzima replicativa majora, si ADN polimeraza a; ADN polimeraza ? realizeaza replicarea ADN mitocondrial iar ADN polimerazele ß si e participa la repararea ADN ADN polimerazele folosesc catena matrita si orientarea legaturilor de hidrogen ale purinelor si pirimidinelor pentru a "stabili" care deoxiribonucleotid va fi adaugat în catena noua ADN polimerazele catalizeaza formarea legaturilor fosfodiesterice între deoxiribonucleotidele adiacente care vor forma catena de ADN În legatura cu activitatea ADN polimerazelor sunt important de subliniat doua caracteristici generale: * toate ADN polimerazele sintetizeaza ADN numai în directia 5'?3', deci fiecare nou nucleotid va fi adaugat la gruparea 3'OH a nucleotidului deja încorporat într-o catena polinucleotidica, de regula catena în curs de sinteza; * ADN polimeraza "nu stie" sa înceapa sinteza unei catene ci numai sa o alungeasca, adaugând un nucleotid la extremitatea 3'OH a unui acid nucleic (indiferent daca este ADN sau ARN) care este legat complementar prin intermediul puntilor de hidrogen la catena matrita; de aceea sinteza unei catene noi de ADN începe de fapt cu sinteza unei amorse de ARN (!) (în engleza primer) ADN helicazele desfac dublu helixul de ADN (folosind energia furnizata de ATP) si "elibereaza" monocatenele ce vor functiona ca matrite pentru replicare; ele actioneaza în puncte specifice, precis localizate, numite si origini ale replicarii, si apoi asigura înaintarea furcii de replicare, prin ruperea legaturilor de hidrogen, debobinarea si deschiderea moleculei de ADN, care devine accesibila proteinelor care initiaza replicarea ADN topoisomerazele I si II despiralizeaza helixul ADN si elibereaza tensiunea din molecula de ADN, acumulata prin debobinarea sa de catre helicaze (care produc o superînrulare a ADN în aval de locul de actiune) Topoisomerazele sectioneaza una sau ambele catene ale ADN (la nivelul axului fosfodiesteric), le deruleaza (relaxând molecula de ADN, prea strâns înfasurata) si apoi resudeaza bresa din fiecare catena Exista doua tipuri de asemenea enzime: topoizomerazele I determina sectionarea unei singure catene ADN, iar topoizomeraza tip II determina rupturi ADN simultan la nivelul celor doua catene In plus, topoizomeraza II pare a interveni si în alte procese celulare precum condensarea cromosomilor în cursul mitozei si separarea anafazica a cromatidelor surori Proteinele de replicare A (RPA) numite si proteine SSB (de la single-strand binding proteins) mentin separate cele doua catene desfacute de helicaze, prin fixare la monocatene si "mascarea" perechilor de baze, care au tendinta naturala de a se reuni, prin refacerea puntilor de hidrogen; RPA împiedica reîmperecherea bazelor Complexul ADN primaza - ADNpolimeraza a este implicat în sinteza amorselor si replicarea catenei "întârziate" a ADN Sub actiunea ADN primazei se sintetizeaza amorse scurte (3-10 nucleotide) de ARN la care ADN polimeraza a adauga, la capatul 3' terminal, circa 30 de deoxiribonucleotide Apoi complexul ADN primaza-ADN polimeraza a este îndepartat si ADN polimeraza d "preia stafeta" continuând sinteza lantului de deoxiribonucleotide început Amorsele ARN vor fi distruse prin hidroliza enzimatica si înlocuite cu ADN Proteinele de replicare C (RPC) recunosc specific si se leaga la jonctiunea dintre primer si matrita, fiind responsabile de medierea si stabilizarea interactiunii ADN polimerazei cu matrita ADN PCNA (de la Proliferating Cell Nuclear Antigen) se leaga în imediata vecinatate a proteinelor RPC si, împreuna, sunt principalele proteine asociate ADN polimerazei PCNA se organizeaza sub forma unor dimeri care au configuratia spatiala a unui inel ce luneca de-a lungul matritei ADN si permit încorporarea neîntrerupta a mii de nucleotide în catena ADN nou sintetizata Blocarea PCNA (de exemplu, prin proteina p21) opreste replicarea ADN Ribonucleaza H1 (RNaza H1) îndeparteaza amorsele ARN105 folosite de ADN polimeraze pentru initierea replicarii; lacuna rezultata este completata, refacuta, de ADN polimeraza d iar refacerea continuitatii catenei este realizata prin sudarea capetelor, de catre o ADN ligaza 2 MECANISMUL MOLECULAR AL REPLICARII ADN Procesul de replicare începe în "puncte" definite ale genomului numit origini de replicare ("ori") si de aici progreseaza în ambele directii, pâna ce ADN este complet duplicat La nivelul originilor replicarii se fixeaza pe ADN proteinele de initiere ale replicarii - care formeaza compexele prereplicative (pre-RC) - de care se leaga apoi celelalte enzime ale "aparatului de replicare": topoisomerazele, helicazele, primazele, ADN polimerazele La nivelul originilor replicarii, în cursul fazei G1 a ciclului celular, are loc formarea asa-numitelor complexe prereplicative (pre-RC) prin asamblarea secventiala a unor proteine (ORC, Cdc6, Cdt1 si Mcm2-7) Odata format, complexul va fi activat prin interventia unor kinaze ciclin-dependente care declanseaza tranzitia catre replicarea ADN Aceasta tranzitie implica asamblarea succesiva a unor factori de replicare aditionali (precum Mcm10, CDK, DDK, Cdc45, Sld3 si proteinele de replicare A) care faciliteaza despiralizarea ADN la nivelul originilor replicarii si culmineaza cu asocierea ADN polimerazelor la ADN-ul despiralizat Dubla elice este apoi despiralizata sub actiunea topoisomerazelor iar catenele sunt separate temporar de catre ADN helicaze, într-o regiune localizata, formând o structura în forma de Y - furca de replicare Pentru a mentine catenele desfacute, pe fiecare catena "eliberata" se fixeaza proteinele RPA (sau SSB), care împiedica re-împerecherea bazelor complementare si refacerea spontana a dublului-helix (figura 5 2 ) Pe cele doua catene "matrita" are loc, în prezenta ADN polimerazei d, aranjarea secventiala si complementara a deoxiribonucleotidelor activate în prealabil (deci sub forma de nucleosid trifostati), pentru a aduce energia necesara reactiei de polimerizare Polimerizarea nucleotidelor se face diferit pe cele doua catene matrita, datorita a doua elemente caracteristice, mentionate anterior: * cele doua catene ale ADN sunt antiparalele; * ADN polimeraza nu poate initia sinteza de novo a unui lant polinucleotidic prin legarea a doua mononucleotide; ea este capabila doar sa induca aditia unui nucleotit la capatul 3'OH al unui lant polinucleotidic preexistent; de aceea, declansarea replicarii ADN necesita utilizarea unor amorse de tip ARN ("primer") - sintetizate sub actiunea primazei; sinteza se face asadar numai în directia 5' ? 3' iar ADN polimeraza "stie" numai sa alungeasca catena în curs de sinteza Aceste doua caracteristici determina "o asimetrie" în procesul de replicare: pe catena matrita 5'?3' sinteza catenei noi este continua si rapida ("leading strand" sau catena avansata), pe masura desfacerii celor doua catene, iar pe catena 3'?5' sinteza ADN este discontinua, sub forma unor secvente scurte ( 100-1000 nucleotide) de ADN numite si"piese Okazaki"106, fiind mult mai lenta ("lagging strand" sau catena întârziata) (figura 5 3) Ulterior amorsa este distrusa prin hidroliza si înlocuita cu secvente de tip ADN, sub actiunea ADN polimerazei d iar fragmentele sunt unite de catre o ligaza Pentru catena avansata amorsa este necesara numai la începutul replicarii; în schimb pentru catena întârziata sinteza fiecarui fragment Okazaki necesita o amorsa 3 PARTICULARITATILE REPLICARII ADN LA EUCARIOTE Mecanismele de replicare a ADN la eucariote sunt în general asemanatoare celor de la procariote Apar totusi anumite particularitati determinate de: marimea enorma a genomului, asocierea ADN cu proteinele în nucleosomi si fibre de cromatina si momentul replicarii în ciclul celular (faza S) ADN nuclear este localizat în mai multi cromosomi, fiecare cu o structura nucleoproteica complexa Acest fapt implica initierea replicarii în mai multe puncte de origine, sinteza concomitenta a proteinelor histonice necesare mentinerii organizarii cromosomilor, reglarea precisa temporo-spatiala a replicarii în unitatile de replicare sau repliconi Sinteza ADN nuclear depinde de multiple proteine enzimatice sintetizate în citoplasma precum si de transmiterea stimulilor extracelulari care declanseaza replicarea Exista o reglare a sintezei ADN dependenta de ciclul celular 3 1 ORIGINILE REPLICARII SI REPLICONII Datorita lungimii mari a genomului, asocierii cu proteine în nucleosomi si organizarii în fibre de cromatina, viteza de replicare a ADN la eucariote este redusa (circa 50 nucleotide pe secunda comparativ cu 500 nucleotide pe secunda la procariote, unde ADN este "gol", neasociat cu proteine) ADN trebuie însa sa fie replicat integral în circa 8 ore; pentru a echilibra aceasta situatie "conflictuala", replicarea ADN la eucariote debuteza în mai multe puncte de origine, ce corespund unor mici unitati de replicare numite repliconi Replicarea progreseaza bidirectional pentru fiecare replicon (figura 5 3) si, dupa ce se termina, repliconii fuzioneaza treptat pâna ce întreagul cromosom este duplicat (figura 5 4) Fiecare cromosom uman are puncte de origine multiple, situate la 150-200 kb iar întregul genom poseda circa 30 000 de puncte de origine Punctele de origine a replicarii sunt reprezentate de secvente specifice de ADN (de circa 3000 nucleotide) care semnaleaza startul replicarii si permit asamblarea "aparatului de replicare" Aceste secvente nucleotidice specifice, în care se începe replicarea, contin doua categorii de elemente: elemente de tip A, putenic conservate la toate eucariotele, reprezentate de secventele de replicare autonoma sau ARS (de la autonomously replicating sequence) bogate în repetitii AT107 si elemente de tip B, mai putin conservate 3 2 APARATUL DE REPLICARE La eucariote exista o "masina" de replicare ce contine toate elementele mentionate anterior (vezi A 1) De subliniat ca ADN polimeraza ? actioneaza pe catena întârziata ("lagging") si ADN polimeraza ? atât pe catena avansata ("leading") cât si pe cea întârziata În reglarea activitatii ADN polimerazelor sunt implicate: PCNA sau antigenul nuclear de proliferare celulara si factorul de replicare C (RF-C), ambele cu roluri importante în controlul pornirii sau opririi replicarii 3 3 REPLICAREA ADN SI NUCLEOSOMII ADN-UL eucariotelor este asociat cu proteine histonice formând nucleosomii, structuri compacte în care ADN se înfasoara (de doua ori) în jurul unui octamer de histone (vezi capitolul 2 D 2 3) Se pune firesc întrebarea: cum se comporta nucleosomii înainte si dupa replicare? Se presupune ca atunci când furca de replicare ajunge în dreptul nucleosomului, ADN se deruleaza si miezul histonic se desface în doua jumatati care ramân atasate la una din cele doua molecule de ADN formate prin replicare; ele vor reface ulterior nucleosomul original Pe cealalta molecula de ADN se vor constitui însa noi nucleosomi Acest model este ipotetic dar s-a demonstrat cu certitudine ca o data cu sinteza ADN are loc în nucleu o sinteza importanta de histone necesare constituirii de nucleosomi noi 3 4 REPLICAREA ADN ARE LOC ÎN FAZA S A CICLULUI CELULAR Celulele umane realizeaza procesul de replicare într-o perioada particulara a ciclului lor de viata, faza S Toate celulele ce se divid trec prin acest ciclu celular alcatuit din patru faze G1, S, G2 - ce corespund interfazei - si M sau faza mitotica In celulele de mamifere faza S dureaza circa 8 ore (pentru un ciclu celular de 24 de ore); este un timp scurt pentru replicarea întregului genom uman diplod de peste 6 miliarde de pb La aceasta constrângere temporala se adauga obligatia ca replicarea ADN sa fie foarte precisa deoarece orice eroare de plasare a nucleotidelor în catena nou sintetizata produce mutatii Celula are mijloacele necesare pentru a se asigura ca întregul genom este integral si corect replicat în cursul fazei S La aceasta se adauga mecanisme multiple de identificarea si corectie a erorilor Reglarea replicarii ADN - se realizeaza prin interactiuni coordonate între diferite proteine: ciclinele, CDK, inhibitoriii CDK , precum si anumiti factori de transcriptie (care activeaza punctele de origine ale replicarii)(vezi 5 B 1): * Ciclinele108 D si E faciliteaza trecerea G1/S iar ciclina A asigura progresia prin faza S; * CDK4 este o protein kinaza activatoare; * Factorii de transcriptie: RLF (inclus în complexul de pre-replicare) - activeaza punctele de origine a replicarii si împiedica re-replicarea în cursul aceluiasi ciclu iar E2F stimuleaza expresia genelor necesare intrarii în faza S; * Inhibitorii kinazelor dependente de cicline sau CKI (proteinele P21, P27 s a ) formeaza al doilea nivel de reglare al intrarii si progresii celulelor prin faza S; ei blocheaza aceste procese (inhibând complexele CDK-cicline si PCNA) fie atunci când apar leziuni în ADN fie în cursul diferentierii terminale a unui tesut (însotita de pierderea capacitatii de replicare si diviziune) Unitatile de replicare (ce includ 20-80 repliconi) nu sunt activate concomitent si la întâmplare ci asincron si într-o anumita ordine, în functie de structura cromatinei în care ele se gasesc Cromatina puternic condensata (heterocromatina) este replicata tardiv, la sfârsitul fazei S, în timp ce eucromatina, mai decondensata, se replica precoce, la începutul fazei S Deci regiunile din genom în care cromatina este mai putin condensata si deci mai accesibila masinariei de replicare sunt replicate mai precoce; acestea sunt de regula benzile R (bogate în G-C) regiuni de ADN care contin în special genele "domestice" (active în toate celulele) Regiunile din cromosomi care sunt replicate tardiv coincid cu benzile G, bogate în A-T In mod normal, în faza S întregul genom este replicat o singura data Deoarece replicarea ADN este asincrona exista riscul teoretic ca unele regiuni sa fie replicate repetat Acest lucru nu se întâmpla deoarece o serie de factori inhibitori se fixeaza pe cromatina replicata si nu permit replicarea ei repetata, pâna ce celula nu trece prin mitoza Acesti factori sunt îndepartati prin diviziune si celulele rezultate pot începe un nou ciclu, cu faza S, în care se produce o noua replicare 3 5 REPLICAREA TELOMERELOR Telomerele sunt structuri cromatiniene specializate, situate la capetele cromosomilor eucariotelor, care asigura stabilitatea cromosomilor si împiedica unirea cromosomilor prin capetele lor Telomerele cromosomilor umani, alcãtuite din ADN si proteine, au o structurã identicã la specii diferite si puternic conservatã în cursul evolutiei (acest fapt atestã importanta lor functionalã deosebitã) Telomerele sunt formate din elemente repetitive hexanucleotidice (la om TTAGGG) dispuse in tandem, care se extind pe o lungime variabila de 5-20 kb, in functie de tesut si de varsta individului Datoritã particularitãtilor de replicare ale capetelor ADN liniar din cromosomi (ce implica folosirea unor amorse degradabile pentru initierea replicarii), la fiecare capãt 5' al catenelor nou sintetizate de ADN ramâne o mica regiune (corespunzatoare ultimei amorse) care nu este replicata (figura 5 3 b) Extremitatea moleculelor de ADN ramâne cu o prelungire monocatenara 3', protuberanta si instabila Aceasta se pliazã (spre înapoi) si formeazã o structurã "în ac de pãr", care stabilizeazã ADN109; efectul stabilizant este favorizat si prin asocierea, la acest nivel, a unor proteine speciale (TRF1 Si TRF2) Un fenomen caracteristic telomerelor este pierderea inexorabilã a unor secvente de ADN la fiecare replicare (diviziune celularã) Deoarece, la capãtul 5' al catenelor de ADN nou sintetizate replicarea este incompletã si la fiecare ciclu celular se pierd 25-200 pb Aceasta duce la scurtarea progresivã a telomerelor si, dupã un numãr de replicãri, la oprirea replicãrii si diviziunii (în Go, prin actiunea proteinelor P53) Telomerele ar fi "cãlcâiul lui Achile al dublei spirale a ADN" (Olovnicov, 1993) Datoritã eroziunii permanente a telomerelor, celulele umane au numãr limitat de diviziuni atât in vivo110 cât si in vitro Se poate spune cã lungimea telomerelor este un indicator al istoriei replicative a celulelor si poate fi consideratã un fel de "ceas molecular" care aratã potentialul replicativ restant al celulelor normale; când telomerele ating o lungime minimã criticã celula înceteazã sã se dividã si "ceasul" se opreste Pierderea secventelor telomerice poate fi compensatã prin aditia de novo a secventelor TTAGGG la capatul 3' al unei catene de ADN, de cãtre enzima telomerazã, care stabilizeazã telomerele si previne scurtarea lor Telomeraza este o ribo-nucleoproteinã ce contine o scurtã secventã de ARN, complementarã repetitiilor telomerice (la om aceastã secventã este: 3'-CCCAAUCCC-5') ce functioneaza ca matrita interna (figura 5 5) Telomeraza este un tip neobisnuit de revers transcriptazã (ADN polimerazã ARN dependentã) care adaugã la capãtul 3'(bogat în G) noi secvente de nucleotide telomerice, fãrã sã necesite o matritã exogenã Sinteza celeilalte catene complementare a telomerului , bogata în C, implica o amorsa+ADN polimeraza a, ce foloseste ca matrita catena telomerica bogata în C, care a fost deja sintetizata de telomeraza Telomeraza este exprimatã în celulele germinale111 tinere (din gonade), în blastocist si cele mai multe tesuturi embrio-fetale în sãptãmânile 16-20 ale dezvoltãrii; Activitatea telomerazei scade progresiv în viata fetalã si dispare postnatal, în aproape toate celulele somatice normale; exceptie fac celulele stem din mãduva oaselor Disparitia activitãtii telomerazice în celulele somatice dupã nastere determinã scurtarea progresivã a telomerelor (dupã fiecare divizune), odatã cu vârsta Când se atinge (la o vârstã înaintatã) o lungime criticã minimã diviziunea celularã se opreste si începe senescenta Pierderea telomerelor genereazã de asemenea instabilitatea genomicã si cresterea frecventei rearanjamentelor cromosomice Telomeraza poate fi însã reactivatã în procesele inflamatorii dar mai ales în celulele canceroase Acest lucru opreste scurtarea telomerelor, creste stabilitatea lor (prin adãugarea secventelor repetitive hexanucleotidice la capetele cromosomilor) si astfel stimuleazã proliferarea celularã Componenta catalitica a telomerazei, numita TERT, a fost localizata pe cromosomul 5p15 33 si a fost clonata în 1999 Componenta ribosomala numita TERC este codificata de o gena scurta (451 nucleotide) care a fost localizata pe cromosomul 3q21-q28 Recent, mutatii ale genei TERC au fost identificate la pacienti care prezinta o forma transmisa autosomal dominant de discheratoza congenitala La acesti pacienti s-a documentat o lungime semnificativ mai scurta a telomerelor Mutatii ale TERC au fost identificate de asemeni si la unii pacienti cu anemie aplastica idiopatica Si în aceste cazuri lungimea telomerelor a fost gasita a fi redusa În ultimii ani se acordã un interes doesebit studiului corelatiei dintre scurtarea telomerelor, senescenta celularã, expresia telomerazei si cancerelor umane A apãrut ceea ce se cheamã "ipoteza telomer - telomerazã a îmbãtrânirii si cancerului" (Caseta 5 1) Caseta 5 1 Telomerele si senescentã "Ipoteza telomericã a senescentei" (Harley, 1991) se bazeazã pe faptul cã în celulele somatice normale lungimea secventelor telomerice repetitive scade cu vârsta (de la 20 000 pb la embrion, la circa 6000 pb la vârstnic) Acest fenomen a fost demonstrat atât in vitro cât si in vivo In consecintã, lungimea telomerelor poate fi consideratã un indicator ce mãsoarã capacitatea proliferativã restantã a celulei iar scurtarea progresivã a telomerelor (prin replicarea incompletã) - un biomarker al îmbãtrânirii Astfel, în sindroamele de îmbãtrânire acceleratã - în sindromul Werner, sindromul Hutchinson-Gilford si alte stãri progeroide - telomerele sunt mult mai mici decât la persoane normale de aceeasi vârstã Nu credem cã relatia dintre scurtarea telomerelor si senescentã este mecanismul fundamental (si nici decum unic) al îmbãtrânirii Dar ipoteza este plauzibilã, ca o componentã a îmbãtrânirii celulare, si studiul ei poate aduce multe surprize si, de ce nu, actiuni benefice De ex , (1) încetinirea ratei de scurtare a telomerelor în celulele si tesuturile normale ar putea afecta profund vârsta debutului si severitatea multor boli asociate cu vârsta; (2) alungirea ex vivo a telomerelor în limfocitele T, fibroblastele dermice sau celulele endoteliale ar putea avea un impact major asupra rãspunsului imun în HIV, vindecarea rãnilor si poate în bolile cardiovasculare Telomerele, telomeraza si boala canceroasã In mod cert telomerele asigurã protectia si stabilitatea cromosomilor Pierderea telomerelor produce rearanjamente cromosomice sau poate duce la pierderea cromosomului respectiv din celulã Aceasta ar putea explica pierderea heterozigozitãtii locilor pentru genele supresoare ale cresterii tumorale, un mecanism fundamental în cancerogenezã In plus, s-a constatat ca în cancer se produce o reactivarea a telomerazei, care stabilizeazã lungimea telomerelor, adãugând secventele hexamerice specifice, si celulele încep sã se dividã activ Acest fenomen este, foarte probabil, implicat în imortalizarea celularã112 si/sau cresterea continuã a tumorilor (favorizând poate si metastazarea) Desigur relatia dintre reactivarea telomerazei si cancer nu este simplã In primul rând existenta realã a unor tumori telomerazo-negative aratã însã cã activarea telomerazei nu este obligatorie pentru formarea / cresterea tumorilor113; existã foarte probabil si alte mecanisme de imortalizare celularã, independente de telomerazã In al doilea rând, producerea cancerului necesitã si alte mecanisme celulare, alte mutatii aditionale care sã determine invazia si metastazarea In al treilea rând nu se cunosc mecanismele moleculare de reactivare a telomerazei Un exemplu este gena c-MYC care a fost identificata ca reglator esential al activitatii TERT c-MYC interactioneaza cu promotorul genei TERT, iar mutatiile cu castig de functie ale genei c-MYC pot explica cel putin partial reactivarea activitatii telomerazice in unele cancere Se presupune cã ar exista gene implicate în represia normalã a telomerazei postnatal, care prin mutatie ar produce reactivarea enzimei Nu se cunoaste încã rolul telomerelor si telomerazei în transformarea de la tumori benigne la tumori maligne Cu aceste precizãri si pãstrând un entuziasm ponderat se poate afirma cã determinarea activitãtii telomerazei este un marker pentru diagnosticul precoce al cancerului si pentru evaluarea prognosticului iar folosirea unor inhibitori ai telomerazei (în special molecule antisens114 complementare fata de componenta ARN a telomerazei umane) ar putea deveni un tratament eficace contra cancerelor In concluzie, "telomeraza îndeplineste multe din criteriile pentru o metodã idealã în terapia cancerului si desi existã încã multe întrebãri fãrã rãspuns despre ipoteza telomericã, optimismul pare justificat" (Shay et al , 1996) Cert este cã ipoteza telomer - telomerazã a îmbãtrânirii si cancerului, chiar dacã nu pare perfectã este seducãtoare si în anii care vin vom mai auzi cu sigurantã multe lucruri noi, care sperãm sã fie cât mai benefice practicii medicale în gerontologie si oncologie 3 6 FIDELITATEA REPLICARII ADN Acuratetea replicarii ADN este critica pentru transmiterea informatiei ereditare în succesiunea celulelor si organismelor De aceea, organismul uman poseda numeroase mecanisme care determina ca rata erorilor de împerechere ("mismatch") aparute în cursul procesului de replicare sa fie extrem de redusa, de circa o încorporare gresita la 109 - 1010 nucleotide În momentul în care cele doua catene ADN sunt separate, nucleotidele activate se aranjeaza "spontan" si pe baza de complementaritate pe întreaga portiune a matritei de ADN astfel expusa Stoichiometria reactiei de asezare pe baza de complementaritate permite împerecheri gresite (în special unele precum G-T) cu o probabilitate de 1 la 10 000 Gradul crescut de fidelitate al replicarii este rezultatul unor activitati specifice ale ADN polimerazelor Un prim mecanism prin care ADN polimerazele ajuta la cresterea fidelitatii replicarii este prin insertia corecta a bazelor în catena ADN nou sintetizata ADN polimerazele nu catalizeaza încorporarea pasiva a oricarui nucleotid care este deja legat prin punti de hidrogen la catena matrita, ci discrimineaza activ împotriva unor împerecheri gresite probabil pe baza de conformatie tridimensionala Recunoasterea erorii se face pe seama distorsiunii pe care o produce în diametrul constant de 2nm al moleculei de ADN împerecherea gresita a doua nucleotide cu purina (molecule mari) sau doua nucleotide cu pirimidina (molecule mici) Aceasta distorsiune actioneaza ca semnal pentru îndepartare noii baze inserate gresit Mecansimul creste acuratetea replicarii de aproximativ 100 de ori, reducând rata asteptata a erorilor de la 10-4 la aproximativ 10-6 Un alt mecanism major responsabil pentru acuratetea replicarii ADN este activitatea de autocorectie (sau editare de la proofreading) a ADN polimerazelor Aceasta este rezultatul capacitatii exonucleazice 3' - 5' care actioneaza în sensul opus sintezei ADN si înlatura nucleotidele încorporate gresit în catena noua Asemenea activitate exonucleazica 3' - 5' a fost documentata pentru ADN polimerazele delta si epsilon si permite cresterea acuratetei replicarii ADN de circa 100-1000 ori În sfârsit, putinele erori de împerechere care apar totusi în ciuda interventiei mecanismelor mai sus amintite vor fi tinta unor mecanisme de reparare a ADN (în principal sistemul de reparare al erorilor de împerechere) care vor fi discutate în capitolul 6 Lipsa corectarii lor va conduce la aparitia mutatiilor, prin replicari celulare ulterioare De exemplu, daca în dreptul A de pe matrita se va plasa eronat C, în loc de T, la urmatoarea replicare se va produce substitutia perechii de baze A-T cu C-G Cert este ca integritatea structurala a ADN este extrem de importanta pentru supravietuire si toate celulele vii au mecanisme evoluate de reparare a leziunilor ADN Aceasta paradigma a fost tragic confirmata prin descoperirea unor sindroame de predispozitie la cancer care se produc prin mutatii ale genelor ce codifica proteinele implicate în reparare Astfel de mutatii ale genelor (numite firesc gene mutator) determina o crestere de peste 100 de ori a ratei mutatiilor si produc o predispozitie individuala la cancer, în special cancer de colon B TRANSMITEREA INFORMATIEI GENETICE DE LA O CELULA LA CELULELE "FIICE" În celulele somatice, materialul genetic dublat în interfaza, se distribuie în mod egal si total celulelor fiice, prin procesul de diviziune mitotica Rezulta doua celule noi ("fiice"), identice din punct de vedere genetic, atât între ele, cât si cu celula ("mama") din care provin Procesele prin care o celula îsi replica materialul genetic, îl divide egal si îl transfera celulelor fiice se desfasoara într-o ordine progresiva, precis reglata, ce formeaza ciclul celular Controlul ciclului celular decide în ultima instanta daca o celula îsi va continua progresia prin ciclu (va creste si se va divide) sau va suferi o diferentiere sau va trece într-o stare de repaus proliferativ Pierderea controlului ciclului va genera o crestere celulara anormala (celule tumorale, defecte de dezvoltare) sau va duce la moarte celulara programata (apoptosis) Se pot produce de asemenea erori în segregarea cromosomilor în mitoza care vor genera anomalii cromosomice Pentru aceste ratiuni, cunoasterea proceselor ce alcatuiesc ciclul celular prezinta o importanta deosebita pentru întelegerea unor mecanisme patogenice generatoare de boli 1 CICLUL CELULAR Ciclul celular reprezinta succesiunea de evenimente biochimice si morfologice care se produc în viata unei celule, din momentul formarii si pâna la sfârsitul diviziunii sale Ciclul celular are doua mari perioade: interfaza si diviziunea (figura 5 6) Interfaza reprezinta perioada cuprinsa între doua diviziuni succesive, în care se desfasoara toate activitatile specifice unei celule Evenimentul cel mai important al interfazei este sinteza de ADN (replicarea), prin care se dubleaza cantitatea de material genetic (4C) Ea se produce într-o perioada limitata a interfazei, denumita faza S Datorita acestui proces, interfaza poate fi subdivizata în trei etape succesive: faza G1 (presintetica), faza S (de sinteza) si faza G2 (postsintetica sau premitotica) Diviziunea celulara sau faza M ("mitotica") este alcatuita dintr-o serie de procese secventiale prin care materialul genetic (ADN), replicat în interfaza, se distribuie egal si total (segregare cromatidiana) formând doi nuclei distincti, iar celula se împarte în doua celule fiice (citokineza); acestea vor fi identice cu celula din care au provenit (vezi capitolul 1, figura 1 1 B) Prin replicarea ADN-ului si diviziune se asigura transmiterea fidela a informatiei genetice în succesiunea generatiilor celulare Durata ciclului celular poate varia mult între diferite tesuturi, datorita variabilitatii fazei G1, celalalte faze fiind relativ constante ca durata Pentru o durata medie de 24 ore, duratele aproximative ale fazelor sunt: G1 = 10 ore, S = 9 ore, G2 = 4 ore, M = 1 ora Tabelul 5 1 Caracteristicile principale ale fazelor ciclului celular mitotic115 PERIOADA FAZA SI DURATA (ore) EVENIMENTE CANTITATE ADN ASPECT LA MICROSCOPUL ELECTRONIC Interfaza G1 (10 h) Sinteza intensa de ARN si Proteine 2C 2n cromosomi monocromatidieni S (9h) Sinteza de ADN si histone 4C G2 (4h) Sinteza proteinelor fusului de diviziune Sinteza factorului de declansareal mitozei 4C 2n cromosomi bicromatidieni despiralizati Diviziune M (1h) Profaza Metafaza Anafaza 4C 4C Cromosomi bicromatidieni condensati (vizibili la microscopul optic) Telofaza 2C 2C Cromosomi monocromatidieni 1 1 FAZELE CICLULUI CELULAR MITOTIC a Faza G1 Faza G1 (în engleza gap - interval, lacuna, gol - deoarece nu i se cunostea semnificatia) reprezinta faza de start a ciclului celular, pentru celulele stimulate (de factori de crestere) sa se divida (tabelul 5 1) Fiecare cromosom (puternic despiralizat) este monocromatidian, fiind alcatuit dintr-o singura molecula de ADN Cantitatea de material genetic este 2C molecule de ADN sub forma a 2n (46) cromosomi despiralizati În prima parte a fazei G1 (G1A), se produce o sinteza intensa de substante (ARN, proteine) necesare cresterii si functionarii celulei Se acumuleaza ARN si proteine pâna la o concentratie prag, numita punct de restrictie "R", dupa care celulele trec în subfaza G1B, fiind conditionate sa intre în faza S si sa se divida (figura 5 6) 116 În anumite conditii (lipsa factorilor de crestere, prezenta unor inhibitori ai sintezei proteinelor etc ), celulele aflate în subfaza G1A pot trece într-o faza de activitate metabolica redusa, numita faza G0 sau G1Q (de la "quiescence" - repaus, liniste), în care ramân viabile si pot supravietui timp îndelungat Daca aceste conditii restrictive dispar, celulele G0 pot reveni în G1 si apoi pot progresa spre faza S, deoarece îsi pastreaza capacitatea de diviziune Fazele G1 si G0 sunt doua stari fiziologice distincte ale celulei Unele celule aflate în subfaza G1A (sub influenta unor inductori ai diferentierii) parasesc definitiv ciclul celular si trec în faza G1D, ce corespunde celulelor diferentiate; ele nu se mai divid si mor dupa un anumit timp b Faza S Faza S (în engleza "synthesis"- sinteza) se caracterizeaza prin sinteza de ADN (realizata prin replicarea semiconservativa) si sinteza de histone (vezi capitolul 5 A) În aceasta faza cantitatea totala de ADN (2C) trebuie sa fie replicata complet dar numai o singura data; se produce astfel o dublare a cantitatii de material genetic (4C), conditie obligatorie pentru desfasurarea diviziunii celulare Numarul de cromosomi ramâne 46, dar fiecare cromosom va fi bicromatidian, alcatuit din doua cromatide identice ("surori"), deci va contine doua molecule de ADN Replicarea ADN în faza S este asincrona: unele segmente de ADN (bogate în perechi de baze G-C) se replica precoce, la începutul fazei S, iar alte segmente (bogate în perechi de baze A-T) se replica tardiv, la sfârsitul fazei S Informatii precise despre sinteza/replicarea ADN pot fi obtinute fie prin autoradiografie (cu ajutorul unui izotop radioactiv, de regula timidina tritiata T3H), fie prin utilizarea bromodeoxiuridinei (BrdU), un analog al timinei Ele se vor încorpora în molecula nou sintetizata, marcând-o radioactiv, în primul caz, sau modificându-i configuratia, în al doilea caz Uneori, în faza S a ciclului celular mitotic se produce un "schimb egal de material genetic între cromatidele surori" (SCE - în engleza "sister chromatide exchange") (Caseta 5 2) CASETA 5 2 SCHIMBURILE DINTRE CROMATIDELE SURORI În faza S a ciclului celular mitotic se poate produce un "schimb egal de material genetic între cromatidele surori" (SCE - "sister chromatide exchange") Frecventa SCE este în mod normal de 7-10 per metafaza; ea creste însa în anumite boli (sindroamele de instabilitate cromosomica), precum si dupa expunerea organismului la substante mutagene, clastogene (ce rup cromosomii) sau carcinogene Astfel, SCE reprezinta o metoda de evaluare a actiunii mutagene a diferitilor compusi chimici din mediul ambiant SCE care poate fi evidentiat prin tehnici speciale Celulele în cultura efectueaza doua cicluri de replicare în prezenta unui analog al timinei, numit 5-bromodeoxiuridina (BrdU) BrdU se încorporeaza, în locul timinei, în moleculele de ADN nou sintetizat, modificând proprietatile de colorare ale cromatidelor Folosind solutia Giemsa sau colorantul fluorescent Hoechst 33258 se coloreaza cromatida în care numai o catena a încorporat BrdU (figura 5 8 ) În zonele în care se produce SCE se observa aspectul particular ("arlechin") al cromatidelor, cu zone colorate alternând cu zone necolorate c Faza G2 Faza G2 se caracterizeaza prin sinteza unor proteine specifice si a unor mici cantitati de ADN (necesare în procesul de "corectare" a erorilor de replicare) Fiecare cromosom este bicromatidian (cantitatea de ADN este 4C), dar despiralizat Spre sfârsitul fazei G2 se activeaza/ sintetizeaza un "factor de declansare al mitozei" (MPF), ce determina condensarea filamentelor de cromatina în cromosomi si formarea fusului de diviziune O demonstratie eleganta a existentei MPF este fenomenul de "condensare prematura a cromosomilor", realizat prin fuziunea unei celule în diviziune (metafaza) cu o celula în interfaza (figura 5 7 ); se produce rapid o condensare precoce a filamentelor de cromatina interfazica, care în mod obisnuit, sunt puternic despiralizate si deci invizibile la microscopul optic, iar membrana nucleara se dezasambleaza În lipsa factorului de condensare celulele se opresc în faza G2 si pot abandona ciclul celular, formându-se celule tetraploide (4n cromosomi); unele dintre ele devin celule binucleate (de exemplu cardiomiocitele adulte)(figura 5 6) d Faza M Faza M corespunde diviziunii mitotice si are o durata de aproximativ o ora Ea începe cu diviziunea nucleului (mitoza) si se termina cu diviziunea citoplasmei (citokineza) Subliniem din nou ca, în aceasta etapa, materialul genetic dublat în interfaza (4C molecule ADN în 46 cromosomi bicromatidieni) segrega, adica se distribuie în mod egal si total celulelor "fiice" (2C molecule ADN în 46 cromosomi monocromatidieni), care vor fi astfel identice cu celula din care provin Procesul de "distributie" a materialului genetic prin diviziune se desfasoara de obicei cu mare precizie asigurând fidelitatea transmiterii informatiei genetice în succesiunea generatiilor de celule El poate suferi însa si erori, care vor genera anomalii cromosomice 1 2 EVOLUTIA CELULELOR REZULTATE PRIN DIVIZIUNE Celulele rezultate dupa diviziune pot evolua în trei directii: proliferare, diferentiere si trecerea în stadiul de repaus a Proliferarea Celulele parcurg un nou ciclu si se divid repetat; aceste "celule ciclice" alcatuiesc compartimentul proliferativ al organismului si se gasesc în tesuturile embrionare, maduva hematogena, stratul bazal al epidermului, etc b Diferentierea Celulele parasesc definitiv ciclul celular si se transforma în celule specializate, cu anumite structuri si functii, care nu se mai divid si mor dupa un timp determinat De exemplu: neuronii, celulele musculare, granulocitele, hematiile mature, etc c Stadiul de repaus Unele celule (de exemplu: celulele "stem" sau susa; limfocitele s a ) parasesc ciclul celular în faza G1 si ramân în faza G0, având o activitate metabolica mai redusa, dar pastrându-si capacitatea de diviziune Aceste celule formeaza compartimentul neproliferativ În conditii speciale, ele reactioneaza la anumiti stimuli din mediu (factori de crestere, unii hormoni, substante mitogene etc ) si pot reintra în ciclul de diviziune Un exemplu edificator îl reprezinta activarea limfocitelor T din sângele periferic sub actiunea fitohemaglutininei (PHA); ele se transforma în limfoblaste, celule tinere, care se divid intens Acest fenomen este utilizat pentru studiul cromosomilor prin culturi de limfocite (vezi capitolul 2 D 3) 1 3 CONTROLUL CICLULUI CELULAR Progresia ordonata si desfasurarea normala a ciclului celular sunt realizate prin reactii biochimice în care multiple kinaze ciclin-dependente (CDK)(1-7) sunt activate, prin fixarea unor proteine numite cicline (A-H) Dupa activare, fiecare complex proteic CDK-ciclina fosforileaza anumite proteine sepecifice, necesare pentru reactiile care au loc într-o anumita faza a ciclului Apoi, complexul CDK-ciclina poate fi inactivat determinând trecerea la faza urmatoare a ciclului celular; inactivarea se poate face fie prin degradarea proteolitica a ciclinei (de catre complexul proteasomilor, în urma ubiquitinarii) fie prin interventia unor molecule inhibitoare CKI117 (proteine KIP: P21, P27 sau proteine INK: P15, P16) Interactiunea dintre activarea si inactivarea activitatilor CDK, în diferite momente cheie, asigura progresia normala si reglarea ciclului celular Fiecare faza a ciclului are un control specific (figura 5 9), realizat: * în G1 de complexul CDK4-ciclina D, * la tranzitia G1/S de complexul CDK 2-ciclina E, * în faza S de complexul CDK 2-ciclina A, * iar în fazele G2 si M de complexul Cdc2-ciclina B Tranzitia de la o faza la alta a ciclului celular este controlata prin mecanisme specifice, care actioneaza în anumite puncte de control si verifica daca anumite procese sunt terminate înaintea începerii altora sau daca nu exista alterari ale componentelor "masinariilor" de replicare si segregare cromatidiana În cazul identificarii unor devieri de la normal sau defecte se blocheaza progresia celulei în ciclul celular (prin inactivarea CDK) si se induce "repararea" sau, daca aceasta nu este posibila, apoptoza (moartea celulara programata) Prin aceste mecanisme se asigura cresterea normala si se elimina defectele, care nu vor trece astfel la celulele fiice Pe parcursul ciclului celular se produc urmatoarele evenimente corelate cu reglarea ciclului: ? În faza "de start" G1 celulele reactioneaza la stimuli externi (mitogeni, factori de crestere) formându-se complexul CDK4-ciclina D, care fosforileaza si deci activeaza diferite proteine ce functioneaza în aceasta faza Printre acestea, un rol important îl are proteina RB118, care (dupa fosforilare) elibereaza un factor activator (E2F) al transcriptiei genelor ce functioneaza în faza S si realizeaza replicarea ADN ? Intrarea în faza S este determinata de un semnal activator, complexul CDK2-ciclina E Formarea acestui complex este însa blocata de inhibitorul P27 al CDK; trecerea în faza S implica deci mai întâi degradarea proteolitica a P27 (prin sistemul ubiquitina-proteasomi) ? În punctul de control G1/S are loc o verificare a parametrilor de evolutie normala a celulei: orice alterare a ADN, depletie de oxigen / metaboliti / energie sau pertrurbare fiziologica declanseaza sinteza proteinei TP53 ("gardianul" genomului uman)119 care activeaza transcriptia genei ce codifica proteina P21, un inhibitor al complexelor CDK-ciclina precum si al PCNA (antigenul nuclear al celulelor proliferante)120 Celulele sunt oprite în G1, oferindu-li-se timp de corectie (figura 5 10); daca alterarile (în special cele din structura ADN) nu sunt reparate, celula va fi directionata spre apoptoza ? Progresia ulterioara prin faza S si replicarea ADN sunt reglate de catre CDK2-ciclina A121 ? În faza G2, la punctul de control G2/M, se decide daca celula intra în mitoza; acest lucru este determinat de activarea brusca a complexului Cdc2122-ciclina B (numit anterior si factorul MPF, de la "Mitosis Promoting Factor") Celulele cu aberatii cromosomice sau defecte ale aparatului mitotic sunt oprite sa intre în mitoza (prin actiunea TP53 si P21, care blocheaza formarea complexului Cdc2-ciclina B) ? În cursul mitozei, în metafaza, mai exista un punct de control M în care diviziunea se opreste si este verificata alinierea perfecta a cromosomilor, înaintea separarii cromatidelor surori Actiunea este realizata de catre o proteina inhibitoare ISS; degradarea proteolitica a acestei proteine (determinata de ubiquitina) declanseaza anafaza, prin separarea cromatidelor ? La sfârsitul mitozei are loc degradarea brusca a ciclinei B (produsa de catre ubiquitina) si inactivarea Cdc2, fenomene ce permit celulei sa treaca într-o noua faza G1 Proliferarea celulara este reglata pe o durata limitata de factori extracelulari (hormoni, factori de crestere etc ) precum si de anumite gene de proliferare sau "mitogene" (ce codifica cicline, receptori ai factorilor de crestere, proteine necesare sintezei de ADN, etc ) Deoarece prin mutatia si activarea lor anormala se produce o proliferare celulara aberanta si cancer, aceste gene normale mai sunt numite si proto-oncogene O alta categorie de gene, numite antiproliferative, au rolul de a inhiba proliferarea celulara De aceea aceste gene mai sunt numite gene supresoare de tumori sau antioncogene În cancer se produce o perturbare a desfasurarii normale a ciclului celular Celulele canceroase, purtatoare de mutatii, "scapa" de sub controlul mecanismelor care regleaza proliferarea normala, parcurg rapid si repetat ciclul celular, multiplicându-se permanent si anarhic Multe medicamente anticanceroase (citostatice) determina "blocarea" proliferarii celulelor, prin oprirea evolutiei lor în diferite faze ale ciclului celular 2 MITOZA Mitoza este o diviziune caracteristica celulelor somatice ale organismului Ea asigura cresterea biomasei organismului, care, între stadiul de zigot unicelular si cel de organism adult necesita 1x1014 diviziuni celulare În unele tesuturi, cum ar fi maduva hematogena sau tesutul epitelial, mitoza se desfasoara continuu, pe tot parcursul vietii, asigurând reînnoirea celulara dar si repararea unor leziuni tisulare Prin mitoza, materialul genetic dublat în interfaza, se distribuie total si egal celulelor fiice Mitoza este o diviziune ecuationala, deoarece din celula initiala (celula "mama") cu 46 cromosomi rezulta doua celule "fiice" care au, de asemenea, 46 cromosomi (celule diploide) Mitoza permite transmiterea cu mare fidelitate a informatiei genetice în succesiunea generatiilor de celule, ceea ce asigura stabilitatea proceselor ereditare 2 1 FAZELE MITOZEI Mitoza este un proces continuu, care dureaza circa o ora, si se desfasoara în cinci etape succesive: profaza, prometafaza, metafaza, anafaza si telofaza (figura 5 11) Fiecare din aceste faze sunt definite prin actiunea cromosomilor si distributia continutului citoplasmatic iar desfasurarea lor este riguros controlata pentru a se asigura ca fiecare celula fiica va primi o copie exacta a genomului parental Orice eroare de distributie va genera anomalii cromosomice la celulele fiice a Profaza La începutul profazei, în celule pot fi observate o serie de fenomene citoplasmatice si nucleare În citoplasma, centrosomul (un organit citoplasmatic perinuclear) se divide, iar cei doi centrosomi rezultati se deplaseaza în directii opuse, formând polii fusului de diviziune Din fiecare centrosom se ansambleaza radiar microtubulii, care formeaza fibrele fusului de diviziune, ce pot fi centriolo-cromosomiale si centriolo-centriolare (figura 5 12 a) De asemenea, componentele microtubulare ale citoscheletului celular sufera transformari esentiale, prin depolimerizare în dimeri de a-tubulina si ß-tubulina si reansamblare în fibre ale fusului de diviziune Alte componente, cum ar fi moleculele de ?-tubulina si o proteina minora - pericentrina formeaza prin ansamblare centriolii Centriolii au un ciclu propriu de diviziune, dupa fiecare mitoza fiecare celula fiica mosteneste doi centrioli, iar în interfaza ce urmeaza ei se divid, astfel încât înainte de diviziune vor fi patru centrioli, grupati câte doi si dispusi perpendicular unul pe altul In nucleu are loc condensarea fibrelor de cromatina care se scurteaza si se îngroasa, devin intens colorate si vizibile la microscopul optic sub forma de cromosomi Nucleolii diminua ca marime si în cele din urma se dezintegreaza Fiecare cromosom este alcatuit din doua cromatide surori, deoarece materialul genetic s-a replicat (dublat) în faza S a interfazei Ele sunt atasate la nivelul centromerului, o structura cromosomica esentiala pentru a asigura distributia (segregarea) fiecarei cromatide în celulele fiice Regiunile centromerice sunt bogate în secvente de ADN satelit a si contin cantitati considerabile de heterocromatina constitutiva Componenta centromerica cu rol în segregare este kinetocorul, care este situat în interiorul centromerului, având la examinarea prin microscopie electronica aspectul unui corpuscul fibros mai dens cu diametrul de 400 nm Kinetocorul este structura de care se atasaza câte o fibra a fusului de diviziune Locul unde se formeaza kinetocorul este dictat de o secventa specifica de ADN de circa 120 pb, dispusa într-o zona rezistenta la actiunea nucleazelor Aceste secvente sunt similare la toti cromosomii, deoarece experimental s-a constatat ca prin schimbarea lor reciproca între neomologi, functia de segregare se pastreaza Secventa de circa 120 pb din zona kinetocorului cuprinde trei tipuri de motive: a) CDE-I, formata din 9 pb, dispusa la capatul 5' al secventei kinetocorice si conservata cu mici variatii; b) CDE-II, formata din 80-90 pb ce contin în proportie de peste 90% AT (la eucariotele superioare prezinta secvente scurte repetitive, ce permit câteva distorsiuni considerabile ale dublului helix), dispusa în mijlocul secventei kinetocorice; c) CDE-III, formata din 11 pb, dispusa la capatul 3' si înalt consevata Importanta acestor secvente este sugerata de consecintele mutatiilor la acest nivel Astfel, mutatiile în CDE-I si CDE-II, duc la pierderea partiala a functiei centromerului, în timp ce mutatiile punctiforme din portiunea centrala a CDE-III duc la pierderea totala a functiei centromerului De asemenea, pentru functia centromerului este important un complex proteic de 240 kD, format din trei polipeptide, denumit Cbf-III, cu rol de legare a secventei CDE-III Mutatiile în una din cele trei gene care codifica polipeptidele Cbf-III blocheaza segregarea cromatidelor surori Cromatidele contin în regiunea centromerului o secventa specifica de ADN repetitiv, unde se asambleaza complexe proteice specializate, numite kinetocori (figura 5 12 b) Fiecare cromatida are un kinetocor, la care se va fixa un microtubul, ce leaga centromerul fiecarui cromosom de polii fusului de diviziune Atasarea cromatidelor este este rezultatul interventiei unor complexe proteice numite coezina si condensina b Prometafaza Prometafaza începe cu dezansamblarea membranei nucleare, datorata disocierii laminei nucleare în subunitati de laminina Simultan cu dezasamblarea membranei nucleare, are loc si dezintegrarea reticulului endoplasmatic si a aparatului Golgi în mici vezicole membranare, prin mecanisme insuficient clarificate Dezintegrarea membranei nucleare este urmata de deplasarea fusului mitotic în arie pe care a ocupat-o nucleul Unii microtubuli se ataseaza la kinetocorii fiecarui cromosom, legând centromerul fiecarui cromosom de polii fusului de diviziune, ceea ce permite deplasarea cromosomilor spre ecuatorul celulei c Metafaza În metafaza propriu-zisa, cromosomii bicromatidieni se aliniaza independent unul de altul la ecuatorul fusului de diviziune, în acelasi plan, formând asa-numita placa metafazica123 d Anafaza Anafaza începe brusc cu separarea cromatidelor surori, simultan la toti cromosomii, si miscarea lor spre polii opusi ai fusului de diviziune Prin acest proces de disjunctie (segregare) cromatidiana, fiecare cromosom bicromatidian formeaza doi cromosomi monocromatidieni Dupa separare, cromosomii monocromatidieni sunt, în acelasi timp, trasi spre polii fusului de diviziune prin scurtarea depolimerizarea) fibrelor centriolo-cromosomiale, respectiv prin alungirea (polimerizarea) fibrelor centriolo-centriolare 124 Deplasarea cromosomilor spre poli se face simultan, cu aceeasi viteza Astfel, se produce împartirea totala si egala a materialului genetic între celulele fiice e Telofaza Se caracterizeaza prin evenimente opuse celor din profaza: cromosomii sufera un proces de decondensare si despiralizare, fusul de diviziune se dezasambleaza, se refac membranele ce delimiteaza nucleul, reticulul endoplasmic si aparatul Golgi Începe diviziunea citoplasmei (citokineza) prin actiunea continuua a unui inel contractil de actina, care produce diviziunea citoplasmei, cele doua celule fiice se separa, fiecare continând 2n cromosomi monocromatidieni cu aspect interfazic si o cantitate aproximativ egala din masa citoplasmatica 2 2 REGLAREA MITOZEI Desfasurarea mitozei este riguros controlata (prin 3 puncte de control) de catre celula "mama" pentru a se asigura ca fiecare celula "fiica" va primi o copie exacta a genomului parental si o cantitate aproximativ egala din masa citoplasmatica Orice eroare de distributie va genera anomalii cromosomice la celulele fiice La tranzitia G2/M exista un punct de control (1) crucial, în care se decide daca celula intra în mitoza, asupra caruia actioneaza Cdc2 si ciclina B Activarea brusca a complexului Cdc2-ciclina B (numit si MPF de la M-phase promoting factor) determina initierea mitozei MPF actioneaza prin activarea unor protein-kinaze sau prin fosforilarea directa a unor proteine responsabile pentru modificarile asociate mitozei Printre proteinele tinta se numara condensinele care sunt responsabile de declansarea condensarii cromosomilor, laminele a caror fosforilare determina fragmentarea membranei nucleare, proteinele GM130 a caror fosforilare induce degradarea aparatului Golgi si a reticulului endoplasmatic si proteinele asociate microtubulilor care induc formarea fususlui de diviziune Daca exista o alterare cromosomica sau un defect al aparatului mitotic este activata proteina TP53, care induce sinteza proteinei 21, un inhibitor al CDK, ce blocheaza celula în G2 Dupa ce fiecare cromosom s-a aliniat în placa metafazica procesul se opreste (circa 20-30 minute) într-un nou punct de control (2), pentru a se verifica daca toti cromosomii sunt perfect aliniati înaintea separarii cromatidelor surori (figura 5 13) Daca totul este "perfect" atunci se declanseaza degradarea proteolitica a proteinelor (coezina si condensina) ce ataseaza cele doua cromatide la nivelul centromerului, sub acttiunea unui complex proteic cu activitate enzimatica numit separaza care a fost activat de catre complexul de promovare al anafazei, prin îndepartarea asa-numitei securine, o componenta inactivatoare Aceste fenomene permit separarea cromatidelor surori si initierea anafazei În anafaza exista punctul de control (3) al mitozei când se produce inactivarea complexului Cdc2-ciclina B, prin degradarea proteolitica brusca a ciclinei B (de catre ubiquitina) si inactivarea Cdc2, fapt ce va permite celulei terminarea mitozei si trecerea într-o noua faza G1 2 3 ERORI DE DISTRIBUTIE A MATERIALULUI GENETIC ÎN MITOZA Principalele erori de distributie a materialului genetic în mitoza sunt: nedisjunctia cromatidiana, întârzierea anafazica si clivarea transversala a centromerului Ele genereaza anomalii cromosomice în tesuturile somatice (vezi capitolele 6 B 1 si 10 C) a Nedisjunctia cromatidiana Nedisjunctia cromatidiana apare atunci când cele doua cromatide ale unui cromosom nu se separa în timpul anafazei mitozei, ci ramân unite si migreaza împreuna în una din cele doua celule fiice Consecinta acestei erori este aparitia unor celule anormale: una cu un cromosom în plus (2n+1) = trisomica (47 cromosomi) alta cu cromosomul respectiv lipsa (2n-1) = monosomica (45 cromosomi) b Întârzierea anafazica Întârzierea anafazica consta în migrarea cu întârziere a unui cromosom monocromatidian, care în momentul formarii membranelor nucleare va ramâne în afara nucleilor celulelor fiice El formeaza un "micronucleu" care dispare la urmatoarea diviziune Rezulta clone celulare cu 2n-1/2n, adica 45/46 cromosomi Prezenta micronucleilor (ce se formeaza din cromosomi care nu au migrat si care nu au fost inclusi în nici unul din nucleii fii), indica tulburari ale desfasurarii mitozei, ce pot fi produse de cauze externe De aceea testul micronucleilor este utilizat pentru studiul efectelor cromosomice produse de radiatiile ionizante sau alti factori mutageni c Clivarea transversala a centromerului Clivarea transversala a centromerului produce isocromosomi ("cromosomi cu brate egale") alcatuiti numai din brate scurte (p) sau numai din brate lungi (q)(figura 5 14) Acestia sunt anormali, deoarece au duplicate genele de pe bratul prezent si le lipsesc genele de pe bratul pierdut În patologia umana au fost descrisi mai frecvent isocromosomi Xp sau Xq în disgeneziile gonadale sau i(12p) în sindromul Pallister-Killian, cu anomalii congenitale multiple si retard mintal d Absenta citokinezei Celulele somatice dupa duplicarea ADN-ului în interfaza au 2n cromosomi bicromatidieni (4C) Daca are loc mitoza dar nu se produce citokineza rezulta o celula tetraploida cu 4n cromosomi monocromatidieni (4C) Acest proces, numit si endomitoza, se observa, în mod fiziologic, în procesul de regenerare hepatica e Consecintele erorilor mitotice Erorile de distributie a materialului genetic în mitoza determina aparitia unor anomalii de numar si structura ale cromosomilor în celulele fiice Ele vor avea consecinte asupra evolutiei celulelor, influentând viabilitatea si capacitatea de multiplicare Acesti parametri depind mai ales de cromosomul afectat si tipul de anomalie cromosomica (trisomie sau monosomie) produsa Daca celulele rezultate sunt viabile si se multiplica ulterior, rezulta o clona (grup de celule ce au o particularitate comuna si provin prin mitoze repetate dintr-o celula initiala modificata) iar în organism apar mozaicuri cromosomice (figura 5 15) Se întâlnesc mai frecvent în sindromul Turner (25% cazuri), sindromul Down (2-4% bolnavi) si sindromul Klinefelter (vezi capitolul 10 C) Aparitia unor clone celulare anormale la un organism, prin oricare din erorile amintite, determina efecte diferite în raport cu momentul ontogenetic în care s-a produs accidentul (si deci cu proportia celulelor anormale care se formeaza) Perturbarea precoce si aparitia unui numar mare de celule anormale în primele stadii de dezvoltare are consecinte negative majore (anomalii congenitale) asupra fenotipului purtatorilor de anomalii cromosomice (vezi capitolul 10 C) Un alt factor ce influenteaza efectele fenotipice ale clonelor anormale este distributia lor în diferite tesuturi A fost descris, de exemplu, un mozaicism limitat la placenta, cu un fat euploid (vezi capitolul 18 3) C TRANSMITEREA INFORMATIEI GENETICE DE LA PARINTI LA DESCENDENTI Transmiterea informatiei genetice în succesiunea generatiilor de organisme este un proces complex care se desfasoara în doua etape: formarea gametilor, celule sexuale mature cu un numar haploid de cromosomi (23 la om) si fecundarea lor, care reface la zigot numarul diploid de 46 de cromosomi, caracteristic speciei umane si realizeaza o structura genetica noua, unica si constanta (individualitatea genetica) caracteristica viitorului individ Ambele etape se efectueaza de obicei cu mare precizie dar uneori se pot produce erori care genereaza anomalii genetice 1 GAMETOGENEZA Gametogeneza are loc în gonade, prin meioza - un tip special de diviziune reductionala - care asigura transmiterea informatiei genetice la generatia urmatoare si îndeplineste doua functii majore: * Reduce la jumatate (n) numarul de cromosomi si asigura astfel, dupa fecundare, mentinerea constanta a numarului de cromosomi ai speciei; * Creeaza diversitatea genetica ce apare la copii nascuti din aceiasi parinti125, prin fenomenele de recombinare genica (din profaza I) si recombinare intercromosomica (din anafaza I); meioza este principala sursa de variabilitate genetica 1 1 CARACTERELE GENERALE ALE MEIOZEI Meioza este un proces complex care se realizeaza prin doua diviziuni succesive: meioza I (diviziunea meiotica primara, heterotipica, reductionala) si meioza II (diviziunea meiotica secundara, homotipica, ecuationala), neseparate de interfaza, deci ADN se replica numai o singura data a Meioza I Este o forma speciala de diviziune celulara126, unica si foarte complexa, cu o durata lunga, în special la organismele feminine Prezinta patru etape: profaza I, metafaza I, anafaza I, telofaza I, fiecare cu anumite particularitati (figura 5 16 A) (1) Profaza I este foarte lunga (90 % din durata meiozei I) si cuprinde cinci stadii * Leptoten Prin condensarea fibrelor de cromatina, cromosomii devin vizibili ca filamente subtiri si lungi, atasate prin telomere la membrana nucleara Astfel, datorita lungimii mari si grosimii mici a cromosomilor, desi cromosomii sunt bicromatidieni, ei apar monocromatidieni la examinarea la microscopul optic * Zigoten Cromosomii omologi (matern si patern) se apropie, se dispun paralel de-a lungul cromatidelor, fenomen numit sinapsa sau conjugare cromosomica; se realizeaza astfel o aliniere "gena la gena" sau, mai exact, o împerechere între secventele omologe127, rezultând structuri numite bivalenti (în realitate fiecare unitate este o tetrada, deoarece prezinta patru cromatide) Cromosomii omologi sunt uniti (lipiti) în anumite regiuni, la nivelul complexului sinaptonemal, vizibil la microscopul electronic O exceptie de la acest model de sinapsa, este prezenta la sexul masculin, la care cromosomii X si Y, nefiind omologi, fac sinapsa "cap la cap", printr-o mica regiune omologa ("regiune pseudoautosomala") aflata la capatul bratelor scurte, si formeaza prin condensare o structura specifica - vezicula sexuala * Pahiten Cromosomii se scurteaza si se îngroasa Din loc în loc devin vizibile niste puncte mai intens colorate numite cromomere, al caror numar si pozitie sunt caracteristice fiecarui cromosom128 În faza de pahiten are loc fenomenul de încrucisare cromosomica între cromosomii omologi - crossing-over - care consta în "ruperea" cromatidelor nesurori exact în acelasi punct si schimbarea reciproca (încrucisata) a unor fragmente egale ("recombinare omologa")129; astfel, un fragment de cromatida de pe un cromosom matern se transfera pe omologul sau patern si invers, realizând o noua combinatie genica cu material genetic de la ambii parinti (vezi figura 3 4 ) Fenomenul implica numai doua din cele patru cromatide, care vor contine gene de la ambii parinti; se realizeaza astfel o recombinare genica (intracromosomica), care reprezinta o sursa de variabilitate genetica, datorita noilor combinatii de gene care apar si se transmit la descendenti (vezi capitolul 3 A 2 2) La om se produc 1-3 recombinari per cromosom, în functie de dimensiunea cromosomului În meioza masculina totalul recombinarilor este de circa 50 per celula, în timp ce meioza feminina se caracterizeaza printr-un numar mai mare de recombinari (aproximativ 70 per celula) Frecventa recombinarii care se produce între doua gene situate pe acelasi cromosom depinde de distanta dintre ele; calculul frecventei de recombinare permite alcatuirea hartilor cromosomice, care indica localizarea genelor în lungul cromosomilor (vezi capitolul 3 D 1) * Diploten Cromosomii omologi încep sa se separe longitudinal, ca si cum "s-ar respinge" reciproc Cromatidele lor ramân în contact la nivelul anumitor puncte ("chiasmata", pluralul de la "chiasma") care marcheaza localizarea crossing-over-ului * Diakineza Cromosomii devin mai scurti si mai grosi, omologii se separa aproape complet, iar chiasmatele se observa numai la capetele lor (terminalizarea chiasmatelor) În aceasta faza se observa clar ca fiecare bivalent contine patru elemente: cromatidele surori sunt unite prin centromer, iar cromatidele nesurori sunt unite prin chiasmatele la nivelul carora s-a produs crossing-over-ul (2) Metafaza I Membrana nucleara dispare complet si se formeaza fusul de diviziune Bivalentii, formati din cromosomi bicromatidieni, se fixeaza cu centromerul pe filamentele fusului si se deplaseaza spre placa metafazica, la ecuatorul celulei Centromerul cromosomilor omologi se dispune aleatoriu de o parte si de alta a planului ecuatorial Metafaza I este etapa optima de studiu a cromosomilor în meioza (3) Anafaza I cuprinde un fenomen genetic foarte important: disjunctia cromosomica Cei doi cromosomi bicromatidieni ai fiecarui bivalent se separa si se repartizeaza câte unul la fiecare celula fiica Spre deosebire de mitoza, cromatidele surori nu se despart, ci ramân atasate la nivelul centromerului Apoi are loc migrarea anafazica prin deplasarea cromosomilor (bicromatidieni) simultan si cu aceeasi viteza, spre polii opusi ai celulei În final, se produce o reducere a numarului de cromosomi, de la 2n la n si fiecare celula va avea numai un exemplar din perechea de omologi Acest fenomen sta la baza primei legi a lui Mendel, legea segregarii Segregarea sau separarea aleatorie a fiecarei perechi de cromosomi omologi determina asortarea independenta a omologilor, fenomen denumit recombinare intercromosomica Deoarece fiecare pereche de cromosomi se separa independent de celelalte perechi rezulta un numar mare de combinatii cromosomice în gameti, în raport direct cu numarul de perechi de cromosomi ai speciei (figura 5 17) Se formeaza 223 tipuri de gameti, deci peste 8,4 milioane de gameti diferiti, la fiecare din cele doua sexe Asortarea independenta a cromosomilor omologi, prin fenomenul de recombinare cromosomica, asociata cu recombinarea intracromosomica prin crossing-over, explica marea variabilitate a gametilor Ea confirma cea de a doua lege a lui Mendel, referitoare la combinarea libera a "factorilor ereditari" (genelor) astfel ca fiecare gamet, care rezulta în urma meiozei, are un set unic de gene, diferit de al celorlalti Prin combinarea, pe baza de probabilitate, a gametilor masculini cu cei feminini în procesul de fecundare are loc formarea unor zigoti diferiti din punct de vedere genetic, iar indivizii rezultati vor fi unicate genetice (4) Telofaza I Are loc reasamblarea nucleilor; citokineza se realizeaza fara separarea completa a celulelor fiice, care ramân atasate printr-o punte citoplasmatica, formând o diada b Meioza II Meioza II începe imediat dupa terminarea meiozei I si se aseamana cu o diviziune mitotica dar care se realizeaza în celule cu numar haploid de 23 de cromosomi bicromatidieni (dintre care unii sunt recombinanti) si nu este precedata de o replicare a ADN Este deci o diviziune homotipica, ecuationala Ea cuprinde, de asemenea, cele patru stadii: profaza II, metafaza II, anafaza II si telofaza II (figura 5 16 B) (1) Profaza II: cromosomii bicromatidieni se individualizeaza, cromatidele surori devin vizibile distinct, iar membrana nucleara dispare (2) Metafaza II Cromosomii se condenseaza si se ataseaza fiecare pe câte un filament al fusului de diviziune, aliniindu-se în placa metafazica ecuatoriala (3) Anafaza II Prin diviziunea centromerelor - disjunctie cromatidiana - fiecare cromosom se separa în doua cromatide; acestea devin cromosomi independenti si se deplaseaza spre polii opusi ai celulelor (4) Telofaza II Din cele doua celule fiice se formeaza patru seturi haploide de cromosomi monocromatidieni (câte doua pentru fiecare celula) În final, prin reorganizarea nucleilor si separarea celulelor rezultate apar patru celule haploide, care prin maturare se transforma în gameti fecundabili Gametii rezultati nu sunt identici, fiecare are o alta combinatie de gene datorita fenomenelor de crossing-over si segregare independenta a cromosomilor 1 2 PARTICULARITATILE GAMETOGENEZEI LA BARBAT SI FEMEIE Meioza prezinta o serie de particularitati la cele doua sexe, legate de cronologia, desfasurarea si finalitatea ei La barbat se formeaza în final patru spermatozoizi, în timp ce la femeie, prin eliminarea globulilor polari, rezulta doar un ovul a) Gametogeneza masculina Spermatogeneza începe la pubertate (sub actiunea FSH si LH) si continua toata viata adulta Fiecare spermatocit primar va produce prin meioza I doua spermatocite secundare haploide, care dupa ce parcurg meioza II dau nastere la patru spermatide; ele se vor diferentia în spermatozoizi, de doua feluri: jumatate au un cromosom X, iar jumatate au un cromosom Y Cromosomii X si Y contin fiecare gene de sexualizare specifice fiecarui sex Asa cum am vazut, în profaza meiozei I ei se unesc "cap la cap" (si nu "margine la margine", ca autosomii); aceasta configuratie împiedica schimbul de gene dintre X si Y si, deci, pastrarea unui singur tip de determinanti sexuali, fie masculini, pe Y, fie feminini pe X Acest fenomen, important în evolutie, a permis realizarea gonocorismului (gonade distincte la indivizi diferiti) Întregul proces de spermatogeneza dureaza aproximativ 64 de zile, indiferent de vârsta; deci meioza masculina este un proces rapid iar barbatul este totdeauna "tânar" prin gametii sai Meioza masculina este un proces intens, 1 ml de sperma continând în mod normal circa 70 de milioane de spermatozoizi Tinând cont de faptul ca numai un singur spermatozoid este fecundant, am putea aprecia ca gametogeneza masculina este "neeconomica" si prin aceasta, lipsita de sens biologic ("natura nu face risipa") În realitate numarul enorm de spermatozoizi realizeaza o populatie considerabila în care sansele de realizare a unui fenomen sunt teoretic egale cu cele de realizare a fenomenului contrar Asadar, sansele unui spermatozoid cu X de a fecunda un ovul cu X si a da un zigot XX sunt egale cu sansele unui spermatozoid cu Y de a se uni cu un ovul cu X si de a forma un ou XY În felul acesta proportia sexelor la nastere este aproape 1:1 Studiile efectuate asupra timpului si ritmului desfasurarii meiozei masculine au evidentiat ca acest proces este autoreglabil, caci odata declansat el se autoîntretine ritmic, ca "o reactie în lant", nefiind conditionat de factori externi; dar meioza masculina este sensibila la actiunea factorilor de mediu (pozitia intra-abdominala în criptorhidie, temperatura ridicata, ischemia) care pot reduce eficenta spermatogenezei Desfasurarea ritmica si regulata a meiozei masculine asigura o deplina siguranta procesului de distributie al cromosomilor Cresterea vârstei tatalui nu produce o crestere a frecventei erorilor de distributie si deci a anomaliilor cromosomice În schimb, meioza masculina produce fara oprire cópii celulare identice (20-25 cicluri replicative pe an) Daca apare o mutatie genica aceasta este copiata neîntrerupt: la vârste tinere numarul de celule ce vor avea mutatia este mic dar la vârste mai înaintate el devine semnificativ, producând un veritabil mozaic germinal De aceea, odata cu cresterea vârstei, barbatii sanatosi au un risc crescut si recurent de a avea copii cu afectiuni monogenice autosomal dominante (neurofibromatoza, acondroplazie, s a ) (vezi capitolul 5 D 6), deoarece o mutatie aparuta este copiata neîntrerupt Tabel 5 2 Diferente în gametogeneza la barbat si femeie BARBAT FEMEIE Debut La pubertate În viata embrionara Desfasurare Continua Discontinua Numar de mitoze în formarea gametilor 30-500 20-30 Reglare Autoreglabil Conditionat de factori externi Numar de gameti per meioza 4 spermatide, de doua feluri (cu X si cu Y) 1 ovul + 3 globule polare (numai cu X) Durata procesului Rapid: 64 zile Lent: 10-50 de ani Intensitate: numar de gameti în viata adulta Intens: circa 100-200 milioane per ejaculare F putin intens: 1 ovul per ciclu menstrual Erori De copiere (risc de mutatii genice) De distributie a materialului genetic (risc de anomalii cromosomice) b) Gametogeneza feminina Spre deosebire de barbat, la femeie ovogeneza începe prenatal si este discontinua: în luna a III-a de viata intrauterina ovogoniile înep sa se divida si se transforma în ovocit primare; în luna VIII-a ovogoniile dispar aproape complet deoarece s-au diferentiat în ovocite Deci, spre deosebire de barbat, la care spermatogoniile se produc (dupa pubertate) continuu pâna la batrânete, "capitalul" de ovocite al ovarului este limitat (la nastere exista circa 2 milioane de ovocite în fiecare ovar iar la pubertate mai putin de 200 000) Ovocitele primare au deasemenea câteva particularitati ce le deosebesc de spermatocite: sunt celule mari, au un nucleu excentric si încep imediat meioza I (luna III-a) dar nu depasesc stadiul de leptoten, fiind blocate într-o "faza de asteptare" numita dictioten (prin interventia unei proteine numita OMI de la "oocyte meiosis inhibitors"); ele ramân în aceasta faza multi ani, pâna la ovulatie Dupa pubertate, sub actiunea LH hipofizar, cîteva ovocite îsi încep lunar maturarea dar de regula numai unul singur (maximum doua) termina meioza I, formând doua celule haploide inegale (datorita pozitiei excentrice a nucleului): ovocitul II (care preia aproape toata citoplasma ovocitului I) si primul globul polar Meioza II începe imediat dar este oprita în metafaza II si nu se reia decît daca s-a produs fecundarea Atunci are loc expulzia celui de al doilea globul polar Devine evident ca meioza la femeie este un proces discontinuu si conditionat de factori externi (FSH si LH, ovulatia, fecundarea) La femeie, prin meioza, dintr-un ovocit I rezulta o singura celula sexuala matura, apta de fecundare (si trei globule polare, care vor degenera) Toate ovocitele vor avea un cromosom X Ritmul lent al ovogenezei (un ovul pe luna) face ca gametogeneza feminina sa fie putin intensa: în cursul perioadei reproductive (de numai 30 ani, deoarece meioza feminina se opreste definitiv la menopauza) se matureaza numai 300-400 ovocite Din acest motiv apar putine "erori de copiere" (se produc copii putine dar impecabile) Totusi, ovogeneza nu este ferita de accidente: odata cu cresterea vârstei reproductive, mai ales dupa 35 de ani, se produc mai frecvent accidente de distributie a cromosomilor rezultând gameti cu anomalii cromosomice de numar care, dupa fecundare, vor produce zigoti anormali Aceste erori sunt determinate de particularitatile meiozei la femeie si în special de faptul ca meioza este discontinua, necesita interventia unor factori externi iar ovocitele "au vârsta femeii" 1 3 ACCIDENTE DE DISTRIBUTIE A LE MATERIALULUI GENETIC ÎN MEIOZA SI CONSECINTELE LOR În desfasurarea meiozei se pot produce doua categorii de erori, corespunzatoare celor doua procese majore care au loc în acest proces: recombinarea genica si segregarea (disjunctia) anafazica a cromosomilor Prima categorie este reprezentata de crossing-overul inegal iar cea de a doua de nedisjunctia meiotica, pierderea unor cromosomi sau nesepararea citelor de ordinul II a Erorile de recombinare Fenomenul normal de recombinare genica produs în profaza MI (pahiten), prin crossing-over, presupune alinierea cromosomilor omologi, împerecherea secventelor omologe si un schimb reciproc si egal de material genetic Uneori se poate produce accidental un crossing-over inegal, o recombinare "ilegitima", care are loc între secvente omologe de ADN (deseori repetitive) dar nealele (nu sunt situate în aceeasi pozitie în cromosomi), care s-au aliniat (împerecheat) incorect în zigoten (figura 5 18); dupa crossing-over rezulta cromosomi cu duplicatii sau deletii ale unor segmente mici (ce contin una sau mai multe gene) Fenomenul de recombinare omologa nealelica (inegala sau ectopica) este considerat procesul fundamental al evolutiei unor gene prin duplicatie (de exemplu, evolutia genelor globinelor; capitolul 3, figura 3 10) precum si mecanismul cresterii numarului de secvente repetate în tandem, din structura ADN înalt repetitiv (vezi figura 6 8) CO inegal are, evident, si consecinte patologice deoarece duplicatia sau deletia unor mici regiuni cromosomice poate produce un fenotip anormal Acest mecanism de producere a "macroleziunilor din ADN" a fost identificat relativ recent, prin analiza moleculara, în mai multe boli (talasemia a, boala Charcot-Marie-Tooth, daltonismul, s a) precum si în multe sindroame cu microdeletie sau microduplicatie (care alcatuiesc împreuna grupul de boli genomice) (vezi capitolul 6 B 1 3 a) * Boala Charcot-Marie-Tooth (CMT) sau neuropatia motorie si senzoriala ereditara este cea mai frecventa boala neurologica ereditara (1:2500 nn), se caracterizeaza prin degenerarea progresiva a mielinei nervilor periferici si consecutiv, hipotonie si atrofie musculara (în special peoniera) Boala este heterogena (3 tipuri) cel mai frecvent fiind tipul 1A, autosomal dominant, cu locusul lânga centromerul cromosomului 17 (în banda 17p11 2) CMT 1A este asociata cu o duplicatie a unui segment de ADN de 1 5 Mb, ce contine gena PMP22 ce codifica o proteina a mielinei periferice (figura 5 18) La fiecare capat al genei se afla o secventa nucleotidica identica, de circa 30 K b, numita MITE130; prin aliniere incorecta si CO inegal rezulta un cromosom cu duplicatie genei care va da clinic CMT si un cromosom cu deletia genei care va da clinic o alta boala neurologica HNPP (de la hereditary neuropathy with liability to pressure palsies - neuropatie ereditara cu predispozitie la pareze presionale) * Sindroamele cu microdeletii sau microduplicatii (vezi capitolul 10 C 2) sunt sindroame dismorfice în care prin deletia / duplicatia unor segmente cromosomice mici (identificabile prin tehnici de înalta rezolutie sau FISH, vezi capitolul 2 D 3 a) se produce pierderea (haploinsuficienta) sau trisomia partiala a unor gene multiple, contigue (vecine) (de unde si denumirea sindroamele genelor contigue) Analiza moleculara fina a relevat ca punctele de ruptura se localizeaza în secventele repetitive identice ce flancheaza segmentul implicat si ca recombinarea anormala între copiile vecine ale secventele repetitive, produce deletia sau duplicatia regiunii respective (figura 5 19); un alt exemplu îl reprezinta sindromul velocardiofacial (deletia 22q11 2), cu o frecventa de 1:4000 nn b Erorile de distributie În anafazele meiozei I si II materialul genetic este împartit egal si total celulelor fiice Acest proces poate suferi, ca si în mitoza, erori de distributie (de segregare) care vor duce la formarea unor gameti neechilibrati genetic; dupa fecundarea lor vor rezulta zigoti anormali În functie de evolutia acestor zigoti se pot produce avorturi spontane, nou-nascuti morti sau nou-nascuti vii plurimalformati Mecanismele principale de aparitie a acestor erori sunt: nedisjunctia (cromosomica, cromatidiana), pierderea unor cromosomi (ca urmare a migrarii întârziate în anafaza), nesepararea citelor de ordinul II (celule rezultate dupa meioza II) (1) Nedisjunctia este lipsa separarii cromosomilor ce formeaza o pereche de omologi, în anafaza meiozei I (nedisjunctie cromosomica) sau a cromatidelor surori ale unui cromosom (nedisjunctie cromatidiana) în meioza II; datorita acestei erori, ambele "unitati" (cromosomul sau cromatida) trec într-o celula fiica si vor lipsi în cealalta celula Prin nedisjunctie în meioza I sau II rezulta gameti disomici si nulisomici care, dupa fecundarea cu un gamet normal, vor forma un zigot trisomic sau monosomic (vezi capitolul 6 B 1) Desi dezechilibrul cromosomic produs de cele doua tipuri de nedisjunctia este de acelasi tip, între nedisjunctia din meioza I si nedisjunctia din meioza II sunt totusi diferente mai subtile (figura 5 20) Daca eroarea are loc în meioza I, toti gametii vor fi anormali iar gametul disomic, cu 24 de cromosomi, va avea ambii cromosomi (matern sau patern) ai perchii; daca nedisjunctia are loc în meioza II numai jumatate din gameti vor fi anormali iar gametul disomic va avea ambele copii (cromatide) fie ale cromosomului matern, fie ale celui patern (disomie uniparentala) 131 (Caseta 5 3) (2) Întârzierea anafazica consta în pierderea unui cromosom în cursul anafazei meiozei I sau II În consecinta, apar gameti nulisomici (n-1) care prin fecundare, vor forma zigoti monosomici (2n-1); majoritatea sunt incompatibili cu supravietuirea (exceptie 45, X) (3) Nesepararea "citelor" de ordin II este un eveniment prin care se formeaza gameti diploizi, care au întregul set de cromosomi (2n) Prin fecundare cu gameti normali apar zigoti triploizi, neviabili (3n = 69 cromosomi) CASETA 5 3 NEDISJUNCTIA Nedisjunctia reprezinta o eroare de segregare (separare) a cromosomilor în anafaza meiozei sau mitozei În nedisjunctia meiotica se pot produce gameti anormali (disomici si nulisomici) care, dupa fecundare, vor da zigoti cu anomalii cromosomice numerice In nedisjunctia cromatidiana se formeaza (în diferite momente ale dezvoltarii) clone celulare anormale, ce vor evolua alaturi de celulele normale, formând un mozaic cromosomic Trebuie sa precizam ca exista doua tipuri de erori de separare: (1) nesepararea cromosomilor omologi (meioza I) sau a cromatidelor surori (meioza II) (figura 5 20); (2) separarea prematura a cromatidelor surori în meioza I în loc de meioza II Ambele tipuri de erori produc gameti anormali Nedisjunctia este un fenomen "tulburator" atât din punct de vedere teoretic cât si din punct de vedere practic "Tulburator" pentru ca ridica câteva întrebari importante dar dificile: este frecvent? se produce la fel de des în meioza materna si paterna? care sunt cauzele nedisjunctiei? poate fi evitata? care este riscul de nedisjunctie si deci de nastere a unor feti cu anomalii cromosomice de numar? La prima întrebare raspunsul este afirmativ: nedisjunctia este frecventa, mai ales în meioza si în mod special în meioza materna Se estimeaza ca 8% din toate conceptiile (zigotii) umane au anomalii cromosomice; majoritatea sunt neviabile si se elimina prenatal, astfel ca numai 0,7-1% din nou nascutii vii au o anomalie cromosomica În toate cazurile predomina anomaliile numerice (aproape 90%), produse în special de nedisjunctie Originea nedisjunctiei, materna sau paterna, se poate stabili în prezent relativ usor cu ajutorul unor markeri ADN polimorfici Toate studiile demonstreaza ca nedisjunctia este mult mai frecventa în ovogeneza, în special în meioza I Daca ne referim numai la trisomia 21, cea mai frecventa boala cromosomica (1:700 nn), s-a stabilit (Antonarkis,1993) ca în 92% din cazuri sindromul Down este produs prin nedisjunctie materna în meioza I, în 5% din cazuri prin nedisjunctie paterna în meioza II si în 3% din cazuri prin nedisjunctie în mitozele postzigotice La aceste date clare se adauga un alt lucru cert: riscul nedisjunctiei creste odata cu cresterea vârstei reproductive materne, mai ales dupa 35 de ani Statisticile, pe loturi mari, sunt foarte detaliate stabilind un risc precis pentru fiecare an de vârsta; dar pentru a ilustra fenomenul este suficient sa precizam ca la gravidele de 30 de ani riscul nasterii unui copil cu sindrom Down este de 1:1000; el creste la 1:100 la 37 de ani si la 1:10 peste 45 de ani (Gardner si Sutherland, 1996) Nedisjunctia materna este principala "cauza" a sindromului Down si ale altor trisomii autosomale (dupa Hassold, 1996 peste 50% din ovocitele ovulate la femei de 40-45 de ani pot fi aneuploide) Sunt totusi situatii în care nedisjunctia meiotica paterna este regula (de exemplu trisomia XYY) sau este relativ frecventa (70% din sindromul Turner, 45,X) Care sunt cauzele nedisjunctiei meiotice? Aici exista trei certitudini dar care nu rezolva problema, desi sunt utile în practica sfatului genetic (1) Efectul vârstei materne (ca factor predispozant la nedisjunctie) este sigur si foarte probabil se coreleaza cu particularitatile meiozei materne132, care (printre altele) blocheaza ovocitele timp de câteva decade în profaza meiozei I ("ovulele au vârsta femeii") Aceasta duce la o recombinare meiotica aberanta (sinapse incorecte, schimburile intercromosomice cu o rata redusa si o localizare anormala) si la anomalii în formarea fusului de diviziune Nu trebuie însa sa uitam ca numai un sfert din cazurile de sindrom Down se nasc din femei peste 35 de ani; deci nedisjunctia materna are probabil si alte cauze decât vârsta materna reproductiva avansata, care, de ce nu, ar putea actiona si la femeile peste 35 de ani Si mai trebuie sa spunem clar un lucru: la 40 de ani o gravida are doar un risc de 1-2% de a naste un copil cu sindrom Down (este drept, mult mai mare decât la 25 de ani), deci un risc relativ mic si acceptabil, mai ales în conditiile existentei diagnosticului prenatal; (2) În ciuda cercetarilor intense, nu exista nici-o dovada stiintifica care sa sustina rolul posibil al unor factori externi: infectii virale, radiatii, medicamente, hormoni, contraceptive, cafeaua sau fumatul, reducerea frecventei raporturilor sexuale etc De aceea în practica sfatului genetic rolul invocat de altii al acestor factori trebuie cel putin temperat (3) La om, nu exista probabil factori genetici care sa creasca riscul de nedisjunctie); pentru aceasta pledeaza riscul de recurenta mic (1%) pentru un al doilea copil afectat (atentie: la acest risc trebuie adaugat riscul dependent de vârsta materna) Totusi nu trebuie sa uitam ca la alte specii nedisjunctia este sub control genetic iar diferiti cromosomi au rate diferite de trisomie în avorturile spontane (de exemplu, trisomia 16 reprezinta o treime din aceste avorturi) Oricum, controlul genetic al meiozei este înca departe de a fi elucidat 2 FECUNDAREA Prin fecundare se întelege unirea celor doi gameti, ovulul si spermatozoidul, si formarea zigotului (celula ou), din care se va dezvolta un nou organism În felul acesta, parintii transmit, prin gameti, "zestrea" lor ereditara viitorilor descendenti Fecundarea este un fenomen complex, cu anumite caracteristici; dintre acestea vom retine, pentru cadrul discutiei noastre, faptul ca la om fecundarea este monospermica: patrunderea unui singur spermatozoid în ovul determina o serie de evenimente biochimice ce împiedica intrarea altor spermatozoizi Concomitent, aparatul mitotic al ovocitului (situat la periferie) este brusc activat si se finalizeaza meioza II, eliminându-se al doilea globul polar Setul de cromosomi ce ramâne în ovocit formeaza pronucleul feminin În citoplasma ovulului, spermatozoidul sufera o serie de modificari (coada si piesa intermediara, ce are câteva mitocondrii, sunt dezintegrate) iar nucleul sau devine pronucleul masculin Cei doi pronuclei se aproprie unul de altul, cromosomii lor se replica sincron si, dupa ruperea membranelor nucleare, se fixeaza pe fibrele primului fus de diviziune; zigotul se divide si formeaza primele doua celule fiice diploide În cursul fecundarii au loc mai multe evenimente genetice În primul rând, prin fuziunea celor doi gameti haploizi (n=23) se reface numarul diploid de cromosomi, caracteristic speciei umane (2n=46) Începând cu zigotul toate celulele somatice vor avea cromosomii în perechi de omologi, identici ca morfologie si structura genetica dar diferiti ca origine În momentul fecundarii, genele parentale din cromosomii gametilor formeaza o structura noua, total diferita de a parintilor, unica si constanta; ea determina individualitatea genetica a organismului Contributia parintilor la ereditatea copiilor nu este perfect egala deoarece ADN mitocondrial provine exclusiv de la mama, prin mitocondriile din citoplasma ovulului În al doilea rând, în momentul fecundarii se stabileste sexul genetic XX sau XY al viitorului organism, prin asortarea cromosomilor sexuali din gameti Întrucât la mamifere si om sexul masculin este heterogametic, el va produce doua tipuri de spermatozoizi cu X si cu Y, care fecundând un ovul cu Y vor realiza sexul genetic XX si respectiv XY Asa cum am aratat, numarul foarte mare de spermatozoizi lansat în cursul unui raport sexual fecundant asigura conditiile statistice care ofera celor doua tipuri de spermatozoizi sanse egale de fecundare; de aceea raportul sexelor la nastere este aproape 1:1 În realitate, studiile sexului genetic la fetusi au aratat o usoara predominenta a sexului masculin (120 fetusi masculini la 100 feminini, deci 54,5%); o explicatie posibila ar fi mobilitatea mai mare a spermatozoizilor cu Y, care ajung mai frecvent la "tinta" Diferentele se mai reduc la nastere (51,5%) si se pare ca se anuleaza la pubertate, pentru ca în a treia decada de viata raportul sa fie favorabil sexului feminin Aceasta "dinamica" nu este clar explicata; o ipoteza sustine ca sexul feminin este "mai rezistent" la agresiunile externe deoarece are un cromosom X în plus, care nu ar fi total inactivat (conform ipotezei Lyon) (vezi capitolele 2 D 2 2 si 4 B 4 a) În cursul fecundarii se pot produce o serie de devieri de la mecanismul sau rezultatul procesului normal de fecundare Exista astfel posibilitatea rara a unei duble fecundari atunci când ovarul elibereaza în momentul ovulatiei doua ovule Prin fecundarea lor individuala se vor forma doi gameti; ei pot evolua separat, independent unul de altul, formând gemenii dizigoti sau se pot uni într-o singura masa embrionara ce va produce un singur individ cu doua componente genetice distincte ca origine ("doi indivizi într-unul singur"), numit himera (dupa monstrul din mitologia greaca care avea cap de leu, corp de capra si coada de balaur) În ultimul caz, daca zigotii vor avea acelasi sex genetic se realizeaza o sexualizare normala si numai studiul unor caractere ereditare normale (grupe sanguine, serice etc) va evidentia existenta unei duble populatii celulare133 Daca zigotii care s-au unit aveau sexe genetice diferite, se realizeaza o constitutie genetica XX/XY care va produce o tulburare de sexualizare, numita hermafroditism adevarat O alta anomalie de fecundare este dispermia, situatia foarte rara în care un ovul este fecundat de catre doi spermatozoizi Rezulta un zigot triploid (3n) Acelasi rezultat poate fi obtinut atunci când unul din gameti este diploid (diginie sau diandrie) (vezi capitolul 6 B 1) Evolutia unui zigot triploid va depinde de originea setului haploid suplimentar: daca este de provenienta materna (diginie) atunci dezvoltarea embrionara este sever întârziata, placenta este mica si fibrotica iar embrionul este avortat precoce; daca este de origine paterna (diandrie) se va forma o placenta anormala, mare si polichistica, cu un embrion slab dezvoltat (mola hidatiforma partiala) Vom mentiona în sfârsit situatia în care un spermatozoid 23,X fecundeaza un ovul fara nucleu si setul de cromosomi al spermatozoidului se dubleaza formînd un zigot 46,XX în care toti cromosomii sunt de origine paterna si toate genele alele vor fi homozigote; se produce o dezvoltare anormala a trofoblastului si dezorganizarea/absenta embrionului numita mola hidatiforma completa Exista si situatia inversa, în care celule 46,XX contin numai cromosomi materni; ele prolifereaza si produc un teratom ovarian (alcatuit din celule embrionare dar nu si din tesut placentar) Din cele doua situatii prezentate mai sus rezulta ca dezvoltarea fetala normala necesita ambele contributii genetice, materna si paterna D EREDITATEA MONOGENICA 1 LEGILE LUI MENDEL Transmiterea caracterelor ereditare de la parinti la copii a fost remarcata din cele mai vechi timpuri Dar explicatiile date similitudinii familiale si încercarile de a stabili legile ereditatii au cunoscut numeroase esecuri Ele erau generate de ipoteza gresita a "amestecarii caracterelor ereditare" Potrivit aceastei ipoteze, descendentii prezinta un amestec al caracterelor parentale; ele îsi pierd identitatea si nu se vor mai regasi ca atare în generatiile urmatoare Pe baza unor cercetari experimentale de mare finete si precizie, Gr Mendel a demonstrat (1865) ca la urmasi nu se produce nici un amestec al caracterelor parentale; unele caractere nu se exprima în prima generatie filiala dar pot aparea neschimbate ulterior Pentru a explica aceste fenomene, Mendel a presupus ca fiecare caracter este determinat de o pereche de factori ereditari (numiti mai târziu "gene"), care în momentul formarii gametilor se separa, segrega, distribuindu-se la întâmplare în celulele sexuale Mendel a observat ca transmiterea caracterelor ereditare este un proces statistic ce poate fi descris în termeni de probabilitate, si a formulat legile care guverneaza acest proces: legea segregarii si legea asortarii independente; ele stau la baza geneticii ca stiinta Cercetarile si rezultatele obtinute de Mendel au fost ignorate de catre contemporanii sai "nepregatiti" pentru a le întelege În anul 1900 principiile stabilite de Mendel au fost redescoperite simultan în trei laboratoare, demonstrându-se ca legile ereditatii ar fi fost descoperite, la un anumit nivel al dezvoltarii cunostintelor, chiar si în absenta lui Mendel, deoarece legile ereditatii sunt legi obiective Doi ani mai târziu, Sutton, pornind de la ipoteza (plauzibila) ca materialul ereditar se gaseste în cromosomi, stabileste o corelatie strânsa între comportamentul cromosomilor în meioza si principiile enuntate de Mendel, formulând "teoria cromosomica a ereditatii" În acelasi an (1902), un medic englez, sir A Garrod, a raportat primul exemplu de ereditate mendeliana la om - alcaptonuria - o anomalie biochimica congenitala, transmisa ereditar, recesiv Ulterior el a studiat si alte boli ereditare (albinismul, cistinuria si pentozuria), veritabile "erori înnascute de metabolism", si a pus astfel bazele geneticii medicale Datele acumulate de genetica secolului XX au demonstrat universalitatea legilor lui Mendel Numeroase caractere umane normale sau anormale, determinate monogenic, se transmit în concordanta cu aceste legi "Daca Mendel ar fi trait în epoca noastra, i-ar fi fost probabil mult mai usor sa descopere legile geneticii studiind ereditatea familiilor umane" (Ch Salmon, 1973) Dezvoltarea geneticii moleculare a modificat în mare masura "mendelismul clasic" mai ales prin întelegerea modului de exprimare a genei si a interactiunilor complexe dintre gene "Nu este vorba de o rasturnare a principiilor care guverneaza transmiterea mendeliana, ci numai de o dezvoltare a lor" (Hull, 1978) 1 1 PRIMA LEGE A LUI MENDEL: LEGEA SEGREGARII Prima lege a lui Mendel sau legea segregarii134 a fost stabilita si poate fi demonstrata prin urmarirea rezultatelor încrucisarilor între indivizi care difera printr-un singur caracter (monohibridare), sau - mai exact - printr-un cuplu de caractere alternante sau contrastante Vom analiza un exemplu concret Dupa capacitatea de a simti gustul amar al feniltiocarbamidei (PTC) sau al feniltioureei, circa 70% din populatie este alcatuita de "gustatori" si 30% din "negustatori" Din casatoria unui gustator cu un negustator (generatia P sau parentala) rezulta în F1 (prima generatie filiala) numai descendenti gustatori (100%); încrucisarea lor va produce în F2 atât gustatori cât si negustatori Caracterul parental gustator care se manifesta în F1 si F2 este dominant iar cel negustator, care apare numai în F2, se numeste recesiv Cumulând mai multe observatii familiale si calculând proportia celor doua fenotipuri, se obtine în F2 un rezultat egal sau vecin cu 3:1 Persoanele negustatoare din F2, prin încrucisare cu indivizi asemanatori lor, vor da numai descendenti negustatori În schimb, din încrucisarea gustatorilor din F2 cu negustatori135 rezulta, în circa 1/3 din cazuri, numai gustatori iar în restul de 2/3 apar în proportii egale gustatori si negustatori; acest lucru ne arata ca desi fenotipic gustatorii din F2 sunt identici, genotipic ei sunt diferiti Tinând cont de aceasta diferenta si de raporturile procentuale, rezulta ca indivizii din F2 apartin fenotipic la doua categorii, în proportie de 3 : 1, iar genotipic ei alcatuiesc trei grupe, în raportul de 1 : 2 : 1 Pe baza acestui exemplu se poate realiza un model general valabil al transmiterii caracterelor în monohibridari El va fi interpretat în spiritul gândirii mendeliene, folosind însa notiunile si cunostintele acumulate ulterior de genetica clasica si în special cele despre cromosomi si dinamica lor în meioza Mendel a presupus ca orice individ rezultat prin unirea celor doua tipuri de gameti parentali primeste material genetic de la ambii parinti De aceea, fiecare caracter este determinat de o pereche de "factori ereditari" (termenul îi apartine lui Mendel) sau gene alele (ce ocupa acelasi locus pe cromosomii omologi) Organismele din generatia parentala (P) sunt "pure" din punct de vedere genetic, au genele alele identice, sunt homozigote: A/A si a/a În anafaza meiozei I genele alele segrega si gametii (haploizi) contin un singur "factor ereditar" sau gena: (A) si (a); deci homozigotii sunt homogametici Prin fecundarea acestor gameti rezulta un zigot (diploid) în care factorii ereditari materni si paterni se asociaza alcatuind genotipul A/a al tuturor descendentilor hibrizi din F1 Ambii parinti contribuie în mod egal la ereditarea copiilor (tabelul 5 3) Tabelul 5 3 Monohibridarea si legea I a lui Mendel Generatie Fenotipuri Genotipuri P F1 A x a A (100%) A/A x a/a (A) (a) A/a homozigoti gameti heterozigoti Încrucisare indivizi F1 F2 A x A A si a (75%) (25%) A/a x A/a (A) si (a) (A) si (a) A/A A/a a/a ( 25% 50% ) 25% heterozigoti gameti Retroîncrucisare F1 x P(recesiv) A(F1) x a A si a (50%) (50%) A/a x a/a (A) si (a) (a) A/a a/a gameti Retroîncrucisare F2 x P(recesiv) (1/3) A(F2) x a A (100%) A/A x a/a (A) (a) A/a gameti (2/3) A(F2) x a A si a (50%) (50%) A/a x a/a (A) si (a) (a) A/a a/a gameti Descendentii din F1 au gene alele diferite, sunt heterozigoti Întrucât au un genotip identic (A/a), toti indivizii (hibrizi) din prima generatie filiala sunt fenotipic identici, uniformi Aceasta este o regula generala denumita "principiul uniformitatii hibrizilor din F1" (dupa unii este "prima" lege a lui Mendel): când se încruciseaza indivizi homozigoti ("puri") ce difera printr-un caracter particular, descendentii lor (F1) sunt uniformi Sa analizam acum încrucisarile dintre indivizii din generatia F1 În F2 se obtin fenotipic doua tipuri de urmasi: unii dintre ei se aseamana cu fenotipul dominant din P si F1, iar altii cu fenotipul recesiv din P Proportia lor este de 3 dominanti la 1 recesiv Se observa ca în F2, alaturi de caracterul dominant reapare caracterul parental recesiv, care nu s-a exprimat în prima generatie filiala, desi gena corespunzatoare (a) era prezenta (A/a) Rezulta ca factorii ereditari sau genele care determina caracterul recesiv îsi mentin neschimbata identitatea lor, chiar daca nu se manifesta fenotipic în F1 Ele nu se "contamineaza", nu "se amesteca" (asa cum se credea înainte de Mendel), ramân neschimbate, constante si riguros "pure" Gena recesiva devine manifesta în momentul în care (în F2) se realizeaza starea homozigota (a/a) "Un caracter recesiv circula de-a lungul generatiilor ca un râu subteran, care reapare din timp în timp, atunci când se produce confluenta a doua din bratele sale" (Ph Sentis) Prin studiul descendentilor F3 (sau prin retroîncrucisare F2 x Precesiv) s-a demonstrat ca în F2 au rezultat în realitate trei tipuri de descendenti: 1/4 seamana cu parintele dominant, 1/2 sunt hibrizi ca si indivizii din F1 si 1/4 erau puri si asemanatori parintelui recesiv Acest raport genotipic 1:2:1 în F2 indica faptul ca jumatate din gamatii unei persoane F1 poarta gena dominanta iar cealalta jumatate - pe cea recesiva Aceasta concluzie a fost capitala pentru Mendel, caci ea i-a permis sa înteleaga mecanismul transmiterii genetice si sa formuleze legea segregarii: * orice individ primeste, în mod egal, material genetic (gene) de la ambii parinti; * genele parentale se separa (segrega) atunci când acel individ produce la rândul sau gameti; * gametii vor fi "puri" genetic (au o singura gena din perechea de alele); * prin combinarea întâmplatoare a gametilor, în F2 se produce o separare, o disjunctie, a caracterelor parentale, în proportia de 3 dominanti la 1 recesiv Legea segregarii se explica astazi perfect prin dinamica cromosomilor omologi în meioza primara (tabelul 5 3): ei se separa (disjunctie) si merg în celule distincte Heterozigotii (A/a) din F1 produc doua tipuri de gameti (A) si (a) Fiecare gena alela din genotipul A/a are o probabilitate egala de a se transmite si de a se gasi în gameti, indiferent daca este dominanta sau recesiva Cele doua tipuri de gameti se produc în cantitati statistic egale Fiecare gamet are, de asemenea, o probabilitate egala de a se combina (fecunda) cu ceilalti Prin întâlnirea lor întâmplatoare pot rezulta în F2 trei tipuri de indivizi cu genotipurile A/A, A/a, a/a în proportie de 1 : 2 : 1 În functie de raporturile de dominanta /recesivitate dintre gene vor rezulta proportiile fenotipice de 3 dominati : 1 recesiv Mentionam, în finalul acestei discutii, ca actiunea genei este independenta de originea sa materna sau paterna Când se formeaza un zigot, genele "par a uita" originea lor parentala 1 2 A DOUA LEGE A LUI MENDEL: LEGEA ASORTARII INDEPENDENTE A doua lege a lui Mendel sau legea asortarii independente136 poate fi demonstrata prin încrucisari între organisme ce se deosebesc prin doua (dihibridare) sau mai multe cupluri de caractere Ele se transmit independent unul de altul: ereditatea primului caracter nu influenteaza ereditatea celui de al doilea Explicatia acestui fenomen rezida în faptul ca genele ce determina aceste caractere sunt neînlantuite, situate pe cromosomi omologi diferiti si independente una fata de alta; ele se pot combina liber între ele, dând genotipuri si fenotipuri noi De exemplu: încrucisarea dintre o persoana "gustator si cu grup sanguin A" cu alta "negustator si cu grup sanguin 0", va produce în generatia F1 numai indivizi "gustatori, cu grup sanguin A" (caractere dominante) (tabelul 5 4) Din încrucisarea lor rezulta în F2 patru tipuri de descendenti: gustatori - grup A; gustatori - grup 0; negustatori - grup A; negustatori - grup 0, în proportie de 9 : 3 : 3 : 1 Prima remarca pe care o putem face în acest caz se refera la reaparitia în F2 a tipului parental recesiv: negustator - grup 0: Se remarca apoi ca în F2 apar, alaturi de fenotipurile parentale, doua fenotipuri noi ce rezulta prin recombinarea caracterelor din generatia P Explicatia acestor fenomene este astazi simpla, întrucât cunoastem structura si functia genelor, precum si dinamica cromosomilor în meioza (anafaza I) Tabelul 5 4 Dihibridarea si legea a II-a a lui Mendel GENERATIE P fenotip: GUSTATOR; GRUP SANGUIN A x negustator; grup sanguin 0 genotip: G/G ; A/A g/g; o/o gameti: (G ; A) x (g ; o) F1 GUSTATORI; GRUP SANGUIN A (100%) F1 x F1 fenotip: GUSTATOR ; GRUP SANGUIN A x GUSTATOR ; GRUP SANGUIN 0 genotip: G/g ; A/o G/g ; A/o Combinatii fenotipice gameti G ; A G ; o G ; A G ; o G ; A G/G ; A/A G/G ; A/o G/g ; A/A G/g ; A/o G ; 0 G/G ; A/o G/G ; o/o G/g ; A/o G/g ; o/o g ; A G/g ; A/A G/g ; A/o g/g ; A/A g/g ; A/o g ; 0 G/g ; A/o G/g ; o/o g/g ; A/o g/g ; o/o GUSTATORI ; GRUP SANGUIN A 9 F2 Combinatii Combinatii GUSTATORI ; grup sanguin 0 3 parentale noi negustatori ; GRUP SANGUIN A 3 negustatori ; grup sanguin 0 1 GUSTATORI Negustatori GRUP SANGUIN A 9 3 12 grup sanguin 0 3 1 4 12 4 Organismele parentale difera prin doua caractere distincte, determinate de gene situate pe cromosomi diferiti (neînlantuite) Aceste organisme sunt homozigote, întrucât genele alele sunt identice: (G/G; A/A) si (g/g si 0/0) Ele vor forma fiecare un singur tip de gameti (G;A) si (g;o), care - dupa fecundare - vor da prima generatie filiala (F1) de indivizi "uniformi" fenotipic si dublu heterozigoti (G/g; A/o); caracterul "gustator - grup A" este dominant Prin încrucisarea acestor persoane F1 între ele, rezulta patru fenotipuri diferite, deoarece în momentul în care se formeaza gametii, genele ce alcatuiesc cele doua perechi de alele (G/g) si (A/o), segrega (se separa) si se asorteaza independent una de alta, întocmai ca si cromosomii omologi în anafaza meiozei primare Fiecare persoana F1 formeaza patru tipuri de gameti: GA; Go; gA; go - care, prin fecundare întâmplatoare, vor da 16 genotipuri (de 9 feluri) (tabelul 5 4) Deoarece genele G si A sunt dominante fata de g si o, rezulta numai patru categorii fenotipice parentale, în proportie de 9:3:3:1; doua sunt identice cu fenotipurile parentale, celelalte doua sunt noi si rezulta prin recombinarea lor Aparitia acestor combinatii noi pledeaza pentru faptul ca asortarea genelor în gameti este un proces în întregime întâmplator Remarcam faptul ca fiecare caracter, luat separat, segrega independent de celalalt, realizând raportul specific pentru monohibridare de 3 : 1 (12 gustatori : 4 negustatori si 12 grup A : 4 grup 0) Legea a doua a lui Mendel sau legea asortarii independente (sau a liberei combinatii a factorilor ereditari) afirma faptul ca: * genele ce determina un caracter segrega independent de genele ce determina alt caracter; * genele ce alcatuiesc diferite perechi de alele (A/a; B/b; s a m d ) se asorteaza (se combina) independent una de alta, atunci când se formeaza gameti; * în cazul a doua perechi de caractere, raportul de segregare fenotipica în F2 este 9 : 3 : 3 : 1 La baza acestei legi sta fenomenul de asortare independenta a cromosomilor din perechile de omologi, ce are loc în cursul anafazei meiozei primare (recombinare cromosomica) Legea a doua a lui Mendel poate fi demonstrata si în cazul încrucisarilor între indivizi ce difera prin 3, 4 n cupluri de alele independente, distincte Numarul si diversitatea genotipurilor si fenotipurilor care rezulta (admitând ca exista o dominanta totala a unei alele asupra celeilalte) poate fi calculat conform tabelului 5 5 Tabelul 5 5 Diversitatea fenotipurilor si genotipurilor ce rezulta din încrucisarile între heterozigoti pentru 1, 2, 3 n cupluri de alele independente (dupa Bocque, 1974) Numar de cupluri alele independente Numar de categorii genotipice Proportii a diferitelor fenotipuri Numar de categorii genotipice 1 (monohibridere) 2 (hibridare) 3 (trihibridare) 4 (tetrahibridare) 21 = 2 22 = 4 23 = 8 24 = 16 (3:1)1 (3:1)2 (3:1)3 (3:1)4 31 = 3 32 = 9 33 = 27 34 = 81 n 2n (3:1)n 3n Numarul tipurilor de gameti formati de fiecare sex este egal cu numarul categoriilor fenotipice indicate La om, pentru n = 23, descendenta posibila între heterozigoti numai pentru o singura pereche de alele pe fiecare din cele 23 perechi cromosomi ar fi 223 = 8 398 608 categorii fenotipice si 323 = 94 143 178 827 categorii genotipice Acest numar enorm de combinatii teoretic posibile la descenti, ne arata de ce fiintele umane sunt practic unice, genotipic si fenotipic 2 TRANSMITEREA CARACTERELOR MONOGENICE 2 1 DATE GENERALE Caracterele monogenice sunt cele mai simple caractere genetice a caror prezenta sau absenta depinde de alelele, normale sau mutante, ale unui singur locus, situat pe autosomi sau pe cromosomul X Desigur, manifestarea caracterului poate depinde si de alti factori, genetici sau de mediu, dar genele respective sunt necesare si suficiente pentru exprimarea caracterului Ele au efecte mari si se conformeaza în mod obisnuit principiului "o gena ? o proteina ? un caracter", desi, dupa cum stim deja, mutatii diferite în aceeasi gena pot produce fenotipuri (boli) diferite sau, invers, mutatii în gene diferite se pot manifesta fenotipic identic (vezi heterogenitatea genetica, capitolul 4 A) Aceste caractere monogenice se mostenesc de obicei într-un mod simplu, identic sau similar cu cel descris de catre Mendel; de aceea ele se numesc si caractere mendeliene Se cunosc peste 10 000 de caractere mendeliene, normale sau patologice, listate în lucrarea de referinta a lui Victor McKusick Mendelian Inheritance of Man (ed 12, 1998), indispensabila medicilor geneticieni Versiunea online, numita OMIM este continuu actualizata si disponibila prin internet (caseta 5 4) CASETA 5 4 OMIM Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) este un catalog al genelor si bolilor genetice care se transmit mendelian, accesibil prin Internet la adresa de web: http://www ncbi nlm nih gov/entrez/OMIM OMIM este bazat pe textul celebrului catalog "Mendelian Inheritance in Man" care a fost elaborat în 1966 sub conducerea profesorului Victor McKusick de la Universitatea Johns Hopkins din Baltimore si se afla în prezent la editia a 12-a (1998) Spre deosebire de forma publicata care apare periodic, varianta online este actualizata zilnic Astfel, la 1Martie 2003, numarul total de intrari era de 14231, numar care include atât fenotipuri pentru care sunt identificate genele cauzatoare, cât si descriptii fenotipice fara loci identificati sau loci fara fenotip asociat Numarul de intrari OMIM la 21 februarie 2003 Autosomale Legate de X Legate de Y Mitocondriale Total Gene localizate sau fenotipuri cu loci precizati (prefix *) 9956 541 41 37 10574 Fenotipuri cu doi sau mai multi loci asociati (prefix #) 1120 94 0 23 1237 Alti loci sau fenotipuri (fara prefix) 2260 158 2 0 2419 Total 13335 793 43 60 14231 * Un asterisc prezent înaintea unei intrari semnifica un fenotip determinat de gena situata la locusul precizat si faptul ca modul de transmitere a fenotipului a fost demonstrat, dupa aprecierea autorilor si editorilor # Acest simbol înaintea unei intrari înseamna ca acest fenotip poate fi cauzat de mutatii la nivelul a doua sau mai multe gene Fiecare intrare are un numar unic din sase cifre Prima cifra corespunde modului de transmitere a genei asociate: 1 - boli (sau loci) cu transmitere autosomal dominanta desemnate înainte de 15 mai 1994; 2 - boli (sau loci) cu transmitere autosomal recesiva stabilite înainte de 1994; 3 - boli (sau loci) legate de X; 4 - boli (sau loci) legate de Y; 5 - boli (sau loci) mitocondriale; 6 - boli (sau loci) autosomale desemnate dupa 15 mai 1994 Dupa cum se observa, dupa 1994 s-a renuntat la clasificarea genelor autosomale în dominante sau recesive deoarece unele gene pot avea mutatii diferite cu transmiteri diferite Variantele alelice ale unui locus sunt desemnate prin numere zecimale alcatuite din 4 cifre care urmeaza dupa codul de sase cifre De exemplu, variantele alelice (mutatiile) genei pentru factorul IX al coagularii sunt desemnate prin 306900 0001 pâna la 306900 0101 Locusul pentru beta-globina (HBB) este numerotat 141900, iar hemoglobina S (implicata in producerea sicklemiei) este numerotata 141900 0243 Bolile monogenice sunt caracterizate prin modul lor de transmitere în familie, stabilit în urma unei anamneze (istoric) familiale si reprezentat grafic (cu ajutorul unor simboluri standard), sub forma unui arbore genealogic (în engleza pedigree137) (figura 5 21) Asupra acestei actiuni, importante în diagnosticul bolilor genetice, ne vom referi cu detalii mai târziu (vezi capitolul 9 A), dar acum vom introduce câtiva termeni de baza, pentru a facilita discutiile privind transmiterea genealogica Persoana afectata (¦ sau ? ) de la care începe recenzarea unei familii cu o boala genetica se numeste proband (caz index sau propositus/proposita, în functie de sex) iar aceea care consulta medicul (ruda sanatoasa sau afectata cu probandul) se numeste consultand Relatiile intrafamiliale si gradele de rudenie sunt redate în figura 5 22 Pozitia unei persoane în arbore este indicata prin numere romane pentru generatie si numere arabe pentru locul unui individ într-o generatie Modelul de transmitere ereditara a unui caracter monogenic în familie depinde de doi factori: * localizarea genei pe un autosom (caracter autosomal) sau pe cromosomii sexuali, X sau Y (caracter legat de X sau de Y); * fenotipul dominant sau recesiv determinat de gena Astfel exista cinci modele de baza pentru transmiterea monogenica: autosomal dominant (AD), autosomal recesiv (AR), recesiv-legat de X (RLX), dominant-legat de X (DLX) si legat de Y (LY) Anamneza familiala poate indica si alte modele de trnsnmitere, nemendeliene (de exemplu transmiterea maternala în bolile mitocondriale), dar la acestea ne vom referi distinct, ulterior Înainte de a descrie caracteristicile modelelor de transmitere monogenica sunt utile câteva consideratii (1) Distinctia dintre ereditatea autosomala si legata de X sau Y este evidenta dar trebuie subliniat ca barbatii XY au un singur cromosom X si deci nu sunt niciodata homozigoti sau heterozigoti pentru genele localizate pe cromosomii sexuali, ci numai hemizigoti De asemenea, între genele situate pe cei doi X, la femeile XX, si genele de pe o pereche de autosomi apar diferente, deoarece ambele alele autosomale sunt active (exceptând fenomenul de amprentare, la care ne vom referi mai târziu) dar genele de pe X, desi se gasesc în "doza dubla", în marea lor majoritate sunt exprimate numai de pe unul din cei doi cromosomi X, celalalt fiind inactivat (2) Desi exista caractere determinate de gene/loci situate pe Y ele sunt foarte probabil neesentiale pentru sanatate, deoarece femeile XX sunt perfect normale; aceste gene sunt implicate, în marea lor majoritate138, numai în functiile sexuale, specific masculine, iar mutatiile lor afecteaza numai aceste functii Deci foarte probabil (exceptând bolile corelate cu functia sexuala masculina) la om nu exista alte boli legate de Y (3) Termenii de dominant si recesiv sunt proprietati ale caracterelor si nu ale genelor; ei se refera mai ales la fenotipul clinic, desi descriptiv, sintetic, se folosesc termenii de alela dominanta sau recesiva139 Clasic, distinctia dintre dominant si recesiv se realizeaza la heterozigoti: caracterele dominante se manifesta la heterozigoti iar cele recesive nu se manifesta la heterozigoti, ci numai la homozigoti (sau heterozigoti compusi) Evident, la barbatii hemizigoti pentru loci de pe X sau Y nu se pune problema de dominant sau recesiv Diferenta dintre ereditatea dominanta si recesiva nu este absoluta ci relativa (arbitrara) deoarece în multe boli recesive heterozigotii au manifestari ale ambelor gene la nivel molecular/biochimic, celular si uneori (în anumite conditii) si la nivel clinic Sa ne reamintim ca sicklemia (vezi capitolul 4 B 1) este o afectiune recesiva deoarece numai homozigotii (a/a) manifesta obisnuit boala; heterozigotii (N/a) prezinta însa trasatura sicklemica deoarece produc atât HbA cât si HbS, iar în anumite conditii (scaderea concentratiei de oxigen) pot manifesta si semne clinice Mai mult, mutatii diferite în aceeasi gena autosomala (de exemplu, gena pentru hormonul de crestere) se pot transmite ereditar diferit, unele dominant altele recesiv Deficienta familiala izolata de hormon de crestere (IGHD) - manifestata prin hipostatura severa - este produsa prin mutatii diferite în gena hormonului de crestere (GH1) situata pe cromosomul 17 Formele recesive de IGHD sunt produse de mutatii nonsens ce altereaza structura produsului astfel ca el nu poate fi secretat La heterozigoti, gena normala produce o cantitate de hormon de crestere redusa la jumatate dar suficienta pentru o talie cvasinormala; deficienta se va manifesta numai la homozigoti În formele dominante de IGHD, la heterozigoti, în alela mutanta se produce frecvent o mutatie a situsului de clivare a intronului doi, care va deleta exonul trei al genei GH1; rezulta o proteina anormala, care se secreta (!); ea se combina (punti disulfidice) cu proteina normala (codificata de alela normala), anulându-i efectele (dominanta negativa) si producând boala De aceea, în catalogul M I M, dupa anul 1994, caracterele autosomale au încetat sa fie clasificate în dominante si recesive În aceste conditii se pune firesc întrebarea: cum vom diferentia caracterele si genele dominante? Distinctia este relativ simpla Heterozigotii cu o alela normala si alta mutanta vor avea doar jumatate din produsul normal al genei; daca aceasta jumatate este suficienta pentru realizarea functiilor genei, atunci alela mutanta este numita recesiva Daca acest lucru nu se întâmpla si o alela mutanta produce boala chiar daca exista o alela normala, atunci alela mutanta este dominanta (4) Clasic, orice fenotip exprimat la heterozigoti este definit ca dominant; aceasta definitie este prea rigida deoarece în multe boli dominante homozigotii (desi foarte rari) sunt mai sever afectati decât heterozigotii; pentru aceste cazuri, în care heterozigotii au un fenotip intermediar între homozigotii afectati si cei normali, s-ar putea folosi termenii de dominata incompleta sau semidominanta iar daca ambele alele diferite se exprima (de exemplu, în cazul alelelor HLA sau genelor A si B pentru grupul sanguin ABO), termenul de codominanta Totusi, în cazul bolilor monogenice acesti termeni sunt rar folositi (5) Distinctia dintre dominant si recesiv în cazul caracterelor/bolilor legate de X se estompeaza datorita fenomenului de inactivare (lyonizare) a unui cromosom X (inactivare precoce în viata embrionara, întâmplatoare si definitiva) Într-adevar, purtatoarele (heterozigotele Xa/XN) pentru boli recesive legate de X manifesta adesea unele semne, atunci când sunt comparate cu barbatii XY afectati, iar heterozigotele pentru boli dominante legate de X sunt mai usor si variabil afectate Explicatia este deja cunoscuta (vezi capitolele 2 D 2 b si 4 B 4): o femeie heterozigota pentru un caracter legat de X este un mozaic de celule care exprima fie alela normala, fie alela anormala; în functie de proportia si localizarea celulelor cu Xa activ apar semne variate de boala (6) În sfârsit, vom sublinia faptul ca, în practica medicala, modelul de transmitere ereditara a unei boli poate fi rareori definit fara ambiguitate într-o singura familie! Familiile umane au, deobicei, un numar limitat de membri, mai ales când apar si copii afectati, iar multe afectiuni genetice pot fi consecinta unei mutatii noi sau pot prezenta fenomenul de heterogenitate genetica De aceea, determinarea modului de transmitere, desi este foarte importanta pentru sfatul genetic, este cel mai adesea o ipoteza de lucru si nu un fapt stabilit Numai atunci când gena a fost clonata si mutatia cauzatoare de boala poate fi determinata prin analiza ADN este posibila stabilirea certa a modului de transmitere a mutatiei În celelalte cazuri un diagnostic precis ne permite sa consultam OMIM, unde intrarile cu un mod de transmitere ereditara bine stabilit sunt notate cu asterisc (7) Pentru întelegerea termenilor ce vor fi folositi în analiza transmiterii monogenice este necesara cunoasterea datelor esentiale privind structura si functia genei, prezentate în capitolele 3 A si 4 A, precum si a terminologiei de baza (locus, alela; homozigot, heterozigot simplu, dublu si compus; dominant, codominant si recesiv; pleiotropie, penetranta, expresivitate; heterogenitate genetica etc, pe care cititorul îi poate gasi definiti si în glosarul de la sfârsitul cartii) 2 2 TRANSMITEREA AUTOSOMAL DOMINANTA Mai mult de 50% din intrarile incluse în OMIM reprezinta caractere transmise autsomal dominant (AD) iar bolile AD afecteaza, la diverse vârste, circa 20 din 1000 de nou nascuti Multe dintre ele sunt frecvente si serioase prin consecintele lor: hipercolesterolemia familiala, boala polichistica renala-AD a adultului (ADPKD), neurofibromatoza 1, boala Huntington, polipoza adenoamtoasa familiala, cancere ereditare de sân sau colon etc a) Caracteristici si criterii de transmitere AD În aceasta situatie, caracterul este determinat de o pereche de gene alele, situata în loci omologi, pe unul dintre autosomi Una din genele alele sufera o mutatie (A) si se manifesta fenotipic (clinic) la heterozigoti (A/n), deoarece alela normala (n) este insuficienta pentru a compensa efectul alelei mutante Cele doua alele A si n pot forma trei genotipuri: A/n (mai frecvent), A/A (mai rar) si n/n; primele doua genotipuri vor determina un fenotip anormal (o boala) autosomal dominanta, în care barbatii si femeile vor fi egal afectati Teoretic, cu cele trei genotipuri se pot realiza sase combinatii sau tipuri de încrucisari (tabel 5 6), dar practic, frecventa lor într-o populatie depinde de severitatea manifestarii clinice, care determina sau nu supravietuirea pâna la vârsta adulta si capacitatea reproductiva (fertilitatea) Evident primele doua combinatii sunt cele mai frecvente, a treia este rara si, împreuna cu urmatoarele trei (rarisime), se întâlnesc în familiile mari, numai pentru boli "usoare" (de exemplu, brahidactilia, hemeralopia, prognatismul) sau pentru cele cu debut tardiv (dupa 40 de ani) Tabel 5 6 Transmiterea dominanta autosomala a unui caracter patologic Sanatosi (n/n) si bolnavi (A/A; A/n) Combinatii genotipice parentale Gameti Descendenti Genotipuri Fenotipuri (indiferent de sex) 1 n/n + n/n n x n n/n toti sanatosi 2 A/n + n/n (A+n) x n 1/2 A/n 1/2 n/n 1/2 bolnavi 1/2 sanatosi 3 A/n + A/n (A+n) x (A+n) 1/4 A/A; 1/2 A/n 1/4 n/n 3/4 bolnavi 1/4 sanatosi (indiferent de sex) 4 A/A + n/n A x n A/n toti bolnavi 5 A/A + A/n A x (A+n) 1/2 A/A; 1/2 A/n toti bolnavi 6 A/A + A/A A x A A/A toti bolnavi Din analiza acestor combinatii / încrucisari rezulta o serie de caracteristici (reguli) ale transmiterii autosomal dominante Doi indivizi sanatosi (n/n + n/n) nu pot avea copii cu afectiuni AD; boala nu este transmisa prin persoane neafectate deoarece, teoretic, nu exista purtatori sanatosi de gena mutanta Aceasta regula are o exceptie: producerea unor mutatii (AD) germinale noi (în gametogeneza unuia dintre parintii sanatosi) poate determina aparitia unui copil afectat; exista de asemenea "abateri" determinate de heterogenitatea genetica de locus (mutatii diferite, dominate si recesive, pot da acelasi fenotip; de exemplu în retinita pigmentara; vezi caseta 3 6) sau de genotipul unuia dintre parintii sanatosi care este în realitate A/n dar alela A nu se exprima deloc fenotipic (non-penetranta) sau se va exprima mai târziu decât la copilul afectat (anticipatie) În acelasi context se pot include si cazurile de non-paternitate (în care tatal nelegitim este A/n) Din încrucisarea dintre un bolnav heterozigot (A/n) si un sanatos (n/n) rezulta, teoretic, 50% bolnavi (A/n) si 50% sanatosi (n/n): Bolnav (A/n) ? gameti A n A/N N/N A/n n/n n Sanatos ? gameti (n/n) n 50% 50% Rezultatul acestei încrucisari ne permite sa formulam alte reguli de baza ale transmiterii AD: fiecare bolnav are (cel putin) un parinte afectat; cu alte cuvinte, boala este prezenta în fiecare generatie si în arborele genalogic al unei familii (suficient de mare) se observa o frecventa relativ ridicata a bolnavilor si o transmitere verticala (figura 5 23) Aceste caracteristici, si mai ales prezenta, continuitatea, bolii în succesiunea generatiilor, se observa frecvent în bolile AD mai putin severe, compatibile cu reproducerea si, deseori, la cele cu debut tardiv Boala se manifesta (cu o frecventa si o severitate relativ egala) atât la barbati cât si la femei iar gena mutanta (situata pe un autosom) poate fi mostenita si transmisa cu o probabilitate egala de catre ambele sexe (deci independenta de sex) Toate acestea pledeaza pentru o transmitere autosomala În plus, transmiterea tata ? fiu este posibila; desi acest criteriu nu este obligatoriu pentru transmiterea AD, prezenta lui exclude alte tipuri de transmitere Evident, de la aceste reguli exista si exceptii, care complica interpretarea, si pe care le vom discuta mai jos; este vorba de mutatii noi, mozaicuri germinale, penetranta redusa, anticipatie, s a Acum însa vom sublinia alt element important: fiecare bolnav, heterozigot (situatia cea mai frecventa în bolile AD), are un risc de 50% de a avea descendenti afectati, daca gena are o penetranta completa Acest risc de 50% este valabil la fiecare sarcina (ca eveniment independent), indiferent daca anterior s-a nascut un copil normal sau afectat Dar transmiterea gametilor, la fel ca si aruncarea unei monede, este supusa fluctuatiilor întâmplarii si este posibil, spre exemplu, ca toti copii (III-6, III-7, III-8, în figura 5 23) sau nici-unul dintre ei sa fie afectati În transmiterea bolilor AD se poate întâlni uneori situatia încrucisarii dintre doi bolnavi heterozigoti A/n x A/n (combinatia 3 în tabelul 5 6) din care pot rezulta indivizi afectati si homozigoti (situatiile 5 si 6 din tabelul 5 6 sunt aproape numai teoretice) În multe boli AD (hipercolesterolemia familiala, acondroplazia, sindromul Marfan, s a ) homozigotii sunt mai grav afectati decât heterozigotii si deseori prezinta forme letale, neonatal, de boala Spre deosebire de aceste boli cu semidominanta (A/A > A/n > n/n) exista si cazuri de boli cu dominanta completa (în care A/A = A/n) iar exemplul cel mai cunoscut fiind cel al bolii Huntington Revenind la situatia rara a încrucisarii dintre doi bolnavi heterozigoti vom semnala, ca o caracteristica a bolilor dominante, faptul ca ei pot avea descendenti santosi care, în bolile AD, vor fi si fete (!) si baieti Pe baza datelor discutate mai sus se pot formula urmatoarele criterii privind transmiterea AD: * fiecare bolnav are de obicei un parinte afectat * orice bolnav transmite boala la jumatate din copiii sai; riscul de 50% este valabil la fiecare sarcina; * fenotipul anormal apare în fiecare generatie (continuitate în succesiunea generatiilor) iar în arborele genealogic se observa o transmitere verticala; * indivizii sanatosi nu transmit boala; Exceptiile de la aceste reguli sunt determinate de: penetranta redusa, mutatii noi sau mozaicuri germinale, debut tardiv de manifestare, non-paternitate si, mai rar, heterogenitate genetica si fenocopii; * boala se manifesta (cu o frecventa si o severitate relativ egala) atât la barbati cât si la femei iar gena mutanta poate fi mostenita si transmisa cu o probabilitate egala de catre ambele sexe (deci independenta de sex; exceptia o constituie bolile care predomina sau sunt limitate la un sex) * transmiterea tata ? fiu este posibila si caracteristica ereditatii AD * doi bolnavi (cu o afectiune compatibila cu supravietuirea si reproducerea) pot avea descendenti sanatosi, fete si baieti, iar dintre copii afectati o parte pot fi homozigoti, cu o forma mai grava de boala Pe lânga aceste criterii majore ale transmiterii AD, în arborii genealogici exista si alte indicii pentru acest mod de transmitere: frecventa crescuta a bolnavilor sau absenta legaturilor consanguine b) Exceptii de la regulile transmiterii AD (1) Penetranta redusa În bolile AD, mai ales cele cu pleiotropie si expresivitate clinica variabila (vezi capitolul 4 A), uneori un individ mosteneste alela mutanta dar nu o manifesta fenotipic; el poate însa sa o transmita la descendenti, care pot sa fie afectati (figura 5 24 a; la subiectul II 1 gena mutanta este non-penetranta, nu se manifesta clinic dar se transmite) Se realizeaza astfel un "salt" peste generatia parentala, aparent sanatoasa Daca o gena mutanta se manifesta la toti heterozigotii (A/n) atunci are o penetranta completa; daca manifestarea ei este sub 100% atunci gena mutanta are o penetranta redusa sau incompleta Penetranta se poate masura cantitativ prin determinarea proportiei heterozigotilor (A/n) care exprima fenotipic gena mutanta din totalul "purtatorilor obligatorii" de mutatie În exemplul din figura 5 24 A penetranta este de 3/4 deci 75% sau 0,75 Cunoasterea penetrantei este importanta în sfatul genetic deoarece riscul unui bolnav cu o afectiune AD cu penetranta redusa (de exemplu, 0,75) de a avea copii afectati este mai mic de 0,5 (50%), fiind 0,5 x 0,75 = 0 37 În acest context, vom preciza, din nou, ca este foarte important sa facem diferenta dintre o mutatie cu penetranta redusa (cu risc suficient de mare, chiar daca este sub cel teoretic de 50%) si o mutatie noua (cu risc mic de recurenta); în acest scop vom folosi toate mijloacele posibile de diagnostic presimptomatic Penetranta este o notiune cantitativa (de tipul "tot sau nimic"), care se refera la expresia clinica a genei mutante (prezenta sau absenta), ce poate fi influentata de diferiti factori: metoda de diagnostic, vârsta de debut, sexul * Metoda de diagnostic este decisiva pentru a stabili daca o gena se manifesta sau nu De exemplu, în boala polichistica renala a adultului (ADPKD) o persoana tânara, ce a mostenit gena mutanta, poate sa nu prezinte ecografic chisti renali vizibili (cu dimensiuni prea mici) dar ei ar putea fi pusi în evidenta prin CT sau RMN Într-un anumit sens, penetranta poate fi considerata "un artefact" determinat de abilitatea noastra de a recunoaste (clinic si/sau paraclinic) expresia sau fenotipul genei mutante * Vârsta de debut a primelor manifestari clinice este variabila în multe boli AD (vezi mai jos); Vom mentiona aici ca în boala Huntington penetranta genei mutante este zero la nastere, 25% la 30 de ani, 50% la la 40 de ani si 100% la 70 de ani * Sexul persoanei poate unori influenta manifestarea genei mutante; de exemplu, în cancerul de sân familial produs prin mutatia genei BRCA2, penetranta genei este redusa la barbati al caror tesut glandular este redus si nedependent de stimularea hormonala Cauzele penetrantei reduse, incomplete, nu sunt clare dar intervin probabil factori genetici si negenetici, care pot avea - într-o anumita conjunctura - un efect antagonic, "supresor", asupra manifestarii unei gene Un exemplu edificator este deficienta în factorul V Leiden, prezentata în caseta 5 5; vom mai adauga faptul ca în hipercolesterolemia familiala depozitele de colesterol din peretii vaselor sanguine, ce determina simptomatologia principala a bolii, pot fi reduse de o dieta sau o medicatie adecvata (statine); vom aminti de asemenea "bolile induse de medicamente" (farmacogenetica) - ca porfiria acuta intermitenta sau hipertermia maligna - care vor fi "declansate" numai în anumite conditii de mediu (vezi capitolul 8 A 3) CASETA 5 5 OMI 227400 DEFICIENTA ÎN FACTORUL V LEIDEN Un exemplu interesant si util de stiut îl furnizeaza deficienta în factorul V Leiden, transmisa AD (gena este localizata pe cromosomul 1q23) Factorul V este o componenta a cascadei de coagulare a sângelui Mutatia Leiden (numita astfel dupa orasul din Olanda în care a fost descoperita) produce o alterare a functiei factorului V Heterozigotii pentru alela factorului V Leiden prezinta o stare de hipercoagulabilitate, care determina un risc crescut de producerea unor tromboze venoase profunde (TVP) la membrele inferioare140, de unde cheagurile se pot desprinde si ajunge, prin circulatie, în plamâni producând o embolie pulmonara (EP) Fenotipul clinic TVP se manifesta numai la circa 50% din heterozigoti, deci nu orice persoana care mosteneste gena mutanta va dezvolta boala deoarece trebuie sa intervina alti factori de risc pentru TVP si EP: folosirea de contraceptive orale (!), sedentarismul, sarcina, prezenta unui cateter venos central, alti factori de mediu sau genetici ce contribuie la hipercoagulabilitatea sângelui; toate acestea explica penetranta redusa a genei (2) Mutatii germinale noi Pacientii afectati pot fi primul si singurul caz de boala AD din familie; în aceasta situatie se presupune ca aparitia bolnavului din parinti sanatosi si homozigoti (n/n) (figura 5 24 c) este consecinta unei mutatii spontane noi (neomutatii) aparuta în timpul gametogenezei, de obicei la barbat; aceasta ipoteza se va lua în consideratie dupa ce s-au eliminat celelalte posibilitati: penetranta redusa, expresivitatea variabila si non-paternitatea De altfel, mutatiile noi sunt frecvente în numeroase boli AD care, datorita gravitatii handicapului clinic sau reducerii pâna la anulare a capacitatii reproductive, nu pot fi transmise de la parinti la descendenti În osteogenesis imperfecta tipul II (OMIM 166200), boala AD - caracterizata prin fragilitate osoasa - letala perinatal, toate cazurile reprezinta mutatii noi Un alt exemplu frecvent citat este al acondroplaziei (OMIM 100800) - un nanism disproportionat pe seama membrelor, foarte scurte - în care se apreciaza ca 80% din cazuri sunt produse prin neomutatii În neurofibromatoza acestea reprezinta 50% din cazuri (3) Mozaicismul germinal Mult mai rar, mutatiile se pot produce precoce în viata embrionara, afectând unii din precursorii gametilor; se formeaza astfel o sub-populatie de gonocite ce poarta mutatia, deci un mozaicism germinal care poate explica aparitia mai multor copii afectati din parinti sanatosi (figura 5 24 d) Considerat foarte rar, acest mecanism începe sa fie probat prin analizele moleculare: de exemplu, a fost demonstrat în 6% din cazurile de copii cu osteogenesis imperfecta nascuti din parinti sanatosi, precum si în alte boli (neurofibromatoza sau unele boli recesive-legate de X) c) Expresivitatea variabila Expresivitatea, spre deosebire de penetranta, este o notiune calitativa, care defineste gradul, intensitatea, natura, severitatea manifestarii fenotipice a unei gene mutante si penetrante la bolnavi diferiti Atunci când acesti parametri sunt diferiti pentru expresia unei gene mutante se foloseste termenul de expresivitate variabila (figura 5 24 b) Expresivitatea variabila intereseaza: * spectrul de manifestarea a simptomelor si distributia lor, * vârsta de debut a semnelor, * intensitatea (severitatea) exprimarii, * limitarea manifestarii la pacientii de un anumit sex (1) Spectrul de manifestare al simptomelor si distributia lor Numeroase boli AD, mai ales cele cu pleiotropie (manifestari variate în organe multiple) prezinta o expresivitate variabila În capitolul 4 A 4 2 exemplificam acest concept la bolnavii cu sindrom Marfan (caseta 4 1), la care pot sa nu apara toate anomaliile celor trei sisteme afectate (schelet, ochi, aparat cardiovascular) sau la care severitatea clinica este diferita; prezentam acum un arbore genealogic ilustrativ (figura 5 25), în care toti indivizii vii afectati au aceiasi mutatie în gena fibrilinei dar prezinta o variabilitate marcata în vârsta de debut, distributia si severitatea semnelor Un alt exemplu ilustrativ este cel al neurofibromatozei (NF1) sau boala Von Recklinghausen (vezi capitolul 11 E 1) care prezinta manifestari cutanate (multiple pete café au lait, pistrui axilari, s a), oftalmologice (noduli Lisch în iris, s a), musculoscheletice (scolioza, statura mica s a ), neuropsihiatrice (dificultati de învatare sau retard mintal, convulsii etc) si tumorale (neurofibroame de diverse marimi, glioame de cai optice sau SNC, feocromocitoame s a) Toate aceste modificari se dezvolta la vârste diferite (primele semne ce apar la copii sunt petele multiple café au lait) si au o mare variabilitate a distributiei severitatii Modul si gradul (severitatea) de manifestare a unei boli AD determinata de o anumita gena mutanta nu poate fi prezis, nici chiar la bolnavii din aceeasi familie, care au aceeasi mutatie genica În schimb, cunoasterea întregului spectru de manifestare al unei boli monogenice AD permite evaluarea si diagnosticul complet al unui pacient, precum si cercetarea unor cazuri oligo- sau mono-simptomatice, putin evidente, în familie Toate acestea vor influenta calitatea diagnosticului, conduita medicala, preventia unor complicatii si acuratetea sfatului genetic (2) Vârsta de debut a semnelor O problema corelata cu expresivitatea variabila este vârsta de debut a manifestarilor unor boli AD pleiotrope Diversele semne apar în timp, la vârste diferite (penetranta dependenta de vârsta); uneori primele manifestari ale unor boli (ca ADPKD, hipercolesterolemia familiala, polipoza de colon, boala Huntington s a) apar tardiv la adult În figura 5 26 prezentam exemplul clasic al coreei Huntington - o boala degenerativa neurologica caracterizata prin miscari anormale (coree) si pierderea progresiva a functiilor mintale (dementa) - în care primele semne apar, în medie la 35 de ani Persoana care a mostenit gena mutanta este mult timp asimptomatica, fara sa stie ca poseda mutatia în momentul în care îsi alcatuieste o familie si decide sa aibe copii (carora, evident, le poate transmite gena anormala) Acest lucru scoate în evidenta utilitatea anamnezei familiale si importanta unor teste de diagnostic presimptomatic (vezi capitolul 18) În acest context, vom mentiona si fenomenul de anticipatie: în unele afectiuni AD semnele de boala se manifesta în generatii succesive la o vârsta tot mai precoce si cu o severitate tot mai mare Mult timp existenta anticipatiei a fost discutabila dar astazi se stie ca este un fenomen cert, mai ales în bolile prin amplificarea repetitiilor trinucleotidice (vezi capitolele 6 B 1 4 si 11 C), în care numarul acestor expansiuni instabile va creste în succesiunea generatiilor determinând o vârsta de debut tot mai precoce si o severitate mai mare (3) Limitarea manifestarii la pacientii de un anumit sex Expresivitatea variabila a unor boli poate sa se manifeste si prin afectarea predominanta (sau chiar limitata) a unui anumit sex Ne refeream mai sus la cancerul de sân familial produs prin mutatia genei BRCA2 csre este foarte rar la barbati, dar sunt si alte exemple de boli AD manifeste la un anumit sex; vom mai cita: porfiria acuta intermitenta predominanta la sexul feminin sau pubertatea precoce familiala limitata la sexul masculin În acest ultim exemplu, pubertatea apare precoce la 4-5 ani, datorita unei mutatii a receptorului pentru hormonul luteinizant care, asa cum se observa în figura 5 27, se transmite AD (vezi transmiterea tata ? fiu) dar gena este nemanifesta la persoanele de sex feminin (I-1, II-1,II-5) care o mostenesc si o transmit la descendenti Cauzele expresivitatii variabile sunt greu de definit Sigur, la bolanvii cu aceiasi afectiune dar din familii diferite, prima explicatie a expresivitatii variabile poate fi heterogenitatea alelica, deci existenta unor mutatii diferite De exemplu, în osteogenesis imperfecta mutatiile care afecteaza aminoacizii dinspre capatul carboxil al moleculei de procolagen vor da forme mai grave de boala decât cele care afecteaza aminoacizii dinspre capatul amino terminal Pentru bolnavii din aceeasi familie sau din familii diferite care au aceeasi mutatie cauzele fenomenului sunt, însa, altele Se invoca interactiunea genei-boala cu alte gene modificatoare (caseta 5 6) si/sau cu unii factori de mediu; o dovada indirecta a existentei genelor modificatoare o reprezinta expresia mai frecventa/predomi nanta sau exclusiva/limitata a unor gene autosomale la un anumit sex 2 3 TRANSMITEREA AUTOSOMAL RECESIVA Circa 1/3 din caracterele monogenice sunt transmise autosomal recesiv (AR) Cele mai frecvente boli AR în populatia europaeana sunt hemocromatoza si fibroza chistica sau mucoviscidoza Alte afectiuni AR: surditatea congenitala (unele forme), fenilcetonuria, atrofia musculara spinala, cecitatea recesiva, sindromul adrenogenital, sicklemia, talasemia, albinismul oculo-cutanat, etc Marea majoritate a erorilor înascute de metabolism se trasnmit de asemnea AR: CASETA 5 6 Genele modificatoare Multe boli mendeliene prezinta diferente în ceea ce priveste vârsta de aparitie, severitatea bolii si alte caracteristici fenotipice De fapt, expresia unitara/identica a unor asemenea boli pare sa fie exceptia si nu regula (o asemenea exceptie pare sa fie de exemplu albinismul, boala genetica determinata de deficienta completa a tirozinazei) Printre factorii care determina aceasta diversitate fenotipica sunt implicate variantele alelice, mediul si genele modificatoare Exemplele privind variantele alelice si factorii de mediu sunt relativ numeroase si bine caracterizate Existenta unor gene modificatoare a fost initial postulata o data cu descrierea unor diferente fenotipice la purtatorii aceleiasi variante alelice si în absenta interventiei unor factori de mediu Asemenea gene modificatoare pot afecta penetranta, expresivitatea si pleiotropia sau pot modifica dominanta unor mutatii In functie de natura efectului lor, genele modificatoare pot determina fenotipuri mai severe, mai putin severe sau chiar fenotipuri noi Epistazia, care apare atunci când o alela a unei gene mascheaza fenotipul unei alte gene, este o forma de modificare genetica Desi sunt probabil extrem de numeroase, numarul genelor modificatoare bine documentate la om este în prezent relativ redus * Gene modificatoare ale penetrantei Desi penetranta incompleta este o trasatura comuna a unor numeroase boli mendeliene, exista putine exemple pentru care sa se stie ca variabilitatea pentrantei se datoreaza unor gene independente Un exemplu a fost descris în cazul surditatii non-sindromice determinata de mutatii ale genei DFNB26 de pe cromosomul 4q31 Au fost descrise cazuri în care indivizi homozigoti pentru mutatia prezenta în familie au totusi auz normal La acesti indivizi a fost cartografiata o gena modificatoare dominanta localizata pe cromosomul 7 care reduce penetranta mutatiei cauzatoare de boala De asemeni, pe cromosomul 8, în apropierea markerului D8S277, a fost localizata o gena care modifica penetranta mutatiei 1555A?G de la nivelul genei mitocondriale pentru ARNr 12S, ce produce surditatea transmisa matriliniar * Gene modificatoare ale dominantei Una dintre mutatiile implicate în producerea retinitei pigmemtare cu transmitere autosomal recesiva este cea a genei pentru periferina-1 (PRP1) Au fost însa descrise cazuri în care mutatii heterozigote ale acestei gene se însotesc de prezenta bolii, desi se asteapta ca numai indivizii homozigoti sa fie bolnavi Aceste cazuri au fost explicate prin asocierea unor variante alelice la nivelul genei neînlantuite ROM1 (care codifica proteina 1 a portiunii externe a celulelor cu bastonas de la nivelul retinei) Ca urmare, o alela care are în mod normal un efect recesiv în producerea retinitei pigmentare poate sa actioneze ca o alela dominanta atunci când se asociaza o alela particulara a genei neînlantuite ROM1 * Expresivitatea variabila Un exemplu de gena modificatoare implicata în producerea expresivitatii variabile este cel al hipercolesterolemiei familiale, boala transmisa autosomal dominant care afecteaza una din 500 de persoane din populatia generala si determina o crestere semnificativa a riscului pentru bolile cardiovasculare ca urmare a cresterii colesterolemiei S-a constatat ca unii purtatori heterozigoti pentru mutatia cauzatoare de boala au un nivel al colesterolemiei care este cu 25% mai mic decât cel asteptat La asemenea indivizi a fost cartografiata o gena modificatoare localizata pe cromosomul 13q * Pleiotropia Febra mediteraneeana familiala (FMF) este o boala autosomal recesiva comuna în regiunea mediteraneeana caracterizata prin febra recurenta si inflamatia seroaselor Boala este determinata de mutatii ale genei pentru pirina/marenostrina O complicatie variabila a acestei boli este asocierea amiloidozei renale ce conduce la insuficienta renala Unele studii au aratat ca asocierea variabila a acestei complicatii este explicata, cel putin în parte, de unele variante polimorfice la nivelul genei pentru amiloidul A seric De asemeni, o gena modificatoare a aparitiei ileusului meconial în cadrul fibrozei chistice a fost localizata la nivelul cromosomului 19q13 Desi pe de o parte fenomene precum dominanta incompleta, expresivitatea variabila sau pleiotropia complica analiza genetica a caracterelor mendeliene, identificarea genelor modificatoare responsabile de asemenea fenomene se poate dovedi sursa unor noi metode de diagnostic, tratament si preventie a bolilor genetice a) Caracteristici si criterii de transmitere AR O gena recesiva îsi exercita efectul numai în stare homozigota (a/a), întrucât în stare heterozigota (N/a) boala nu apare deoarece efectul alelei normale (N) este suficient pentru realizarea functiei, cu toate ca alela mutanta (a) produce o reducere a functiei controlata de locusul respectiv Pentru a se realiza starea homozigota individul bolnav primeste o gena mutanta de la fiecare din parintii sai Astfel, în cazul afectiunilor recesive, spre deosebire de cele dominante, mostenirea se face prin ambii parinti care, în cea mai mare parte a cazurilor, sunt sanatosi si purtatori de gena mutanta, deci heterozigoti: N/a + N/a Dupa cum se observa din tabelul 5 7 (pozitia 1) în descendenta lor rezulta teoretic un raport fenotipic de 3 sanatosi la 1 bolnav; acest raport se verifica însa numai în cazul unor afectiuni mai frecvente, putin severe, si în familiile mari sau cumulând datele obtinute de la mai multe familii141 Tabel 5 7 Transmiterea recesiva autosomala a unui caracter patologic Sanatosi (N/N ; N/a) si bolnavi (a/a) COMBINATII GENOTIPICE PARENTALE GAMETI DESCENDENTI Genotipuri Fenotipuri 1 N/a x N/a (N + a) x (N + a) 1/4 N/N ; 1/2 N/a 1/4 a/a 3/4 sanatosi din care 2/3 purtatori 1/4 bolnavi, indiferent de sex 2 N/a x N/N (N + a) x (N) 1/2 N/N ; 1/2 N/a Toti sanatosi, 1/2 purtatori 3 a/a x N/N (a) x (N) N/a Toti sanatosi si purtatori 4 a/a x N/a (a) x (N + a) 1/2 N/a; 1/2 a/a ; 1/2 sanatosi si purtatori, 1/2 bolnavi 5 a/a x a/a (a) x (a) a/a Toti bolnavi Din datele prezentate mai sus se poate formula o regula importanta a transmiterii autosomal recesive (AR): doi parinti sanatosi, heterozigoti pentru aceeasi pereche de gene alele, pot avea copii (fete si baieti) bolnavi cu o anomalie AR De subliniat faptul ca ambele sexe sunt afectate în proportii cvasi-egale si pot transmite alela mutanta cu aceiasi probabilitate (elemente logice pentru localizarea autosomala a genei) Deoarece parintii bolnavului sunt sanatosi, în arborele genealogic (figura 5 28) se înregistreaza o discontinuitate a bolii în succesiunea generatiilor Bolnavul poate fi singurul membru afectat al familiei142; daca apar si alte cazuri, ele se gasesc frecvent în aceeasi fratrie, dând aspectul unei transmiteri orizontale Riscul unui cuplu de indivizi normali si heterozigoti de a avea un copil bolnav (a/a) este de 25% sau 1/4 la fiecare sarcina, ca eveniment independent Ar fi gresit sa credem ca în familiile cu patru copii este obligatoriu ca Sanatos (N/a) ? gameti N a N/N N/A N/a a/a N Sanatos ? gameti (N/a) a 25% bolnavi numai unul sa fie afectat, sau mai rau, daca s-au nascut trei copii sanatosi al patrulea va fi bolnav Riscul de 1/4 este valabil la fiecare sarcina; sa ne imaginam o loterie cu patru bile, trei albe si una neagra, din care la fiecare nastere s-ar extrage o bila; înaintea nasterii urmatoare "bila se pune la loc" si tragerea se repeta Uneori pot exista familii cu sansa de a avea 1-4 copii normali, alteori se pot naste succesiv doi bolnavi În afara combinatiei a doi heterozigoti, alte încrucisari din care pot rezulta copii bolnavi sunt trecute în tabelul 5 7, în pozitiile 4 si 5 Ocazional, un bolnav (a/a) se poate încrucisa cu un sanatos heterozigot (N/a) si atunci 50% din descendenti ar putea fi afectati; pe arborele genealogic se înregistreaza un apect de pseudo-dominanta, boala fiind prezenta în doua generatii (figura 5 29) În sfârsit, mult mai rar, din încrucisarea dintre doi bolnavi, homozigoti pentru aceeasi mutatie (a/a x a/a) vor rezulta numai descendenti bolnavi (a/a) Acest tip de uniune "asortativa" se observa în colectivitati speciale (deficienti vizuali, surzi s a) si pentru boli ce nu afecteaza capacitatea reproductiva De la regula enuntata mai sus fac exceptie situatiile de heterogenitate genetica în care bolnavii cu afectiuni asemanatoare clinic au mutatii în gene (loci) diferite (figura 5 30); întrucât parintii bolnavi nu sunt homozigoti pentru aceeasi mutatie descendentii lor vor fi dublu heterozigoti si sanatosi În afectiunile autosomal recesive se observa ca printre parintii bolnavului exista o mare proportie mai mare de casatorii între persoane care au cel putin un stramos comun (consanguinitate), în special între veri primari În concluzie, criteriile majore pentru diagnosticul ereditatii recesive autosomale la om sunt urmatoarele: * marea majoritate a persoanelor afectate sunt urmasi ai parintilor aparent sanatosi dar heterozigoti; riscul lor de a avea un copil bolnav este 1/4, indiferent de sex; * daca bolnavii se casatoresc cu persoane normale si homozigote toti copiii vor fi sanatosi; se înregistreaza astfel aspectul de discontinuitate a bolii în succesiunea generatiilor sau de cazuri izolate; * daca un bolnav se casatoreste cu o persoana sanatoasa si heterozigota, riscul de a avea descendenti bolnavi, fete si baieti, este de 50% (pseudo-dominanta); în acest caz, transmiterea mama-fiica este posibila * doi parinti bolnavi (homozigoti pentru aceleasi gene) nu vor avea copii sanatosi * parintii copilului afectat sunt mai frecvent rude, comparativ cu parintii copiilor sanatosi (deci frecventa crescuta a consanguinitatii) În afara criteriilor enuntate mai sus, bolile AR se caracterizeaza prin faptul ca sunt, în general, anomalii prin lipsa (hipoplazie, hipofunctie, deficit enzimatic etc), deseori mai grave decât cele AD b) Consanguinitatea în anomaliile recesive Probabilitatea ca doua persoane sa fie purtatoare (N/a) ale aceleiasi mutatii creste daca persoanele respective sunt înrudite pentru ca fiecare poate mosteni gena mutanta de la un stramos comun; aceasta situatie este numita consanguinitate si se noteaza în arborele genealogic printr-o linie dubla S-a observat ca frecventa consnguinitatii parentale în bolile AR este invers proportionala cu frecventa genei recesive: cu cât boala este mai rara, cu atât consanguinitatea la parinti este mai frecventa Astfel în cazul unei afectiuni cu o frecventa de 1:10 000 (albinismul) circa 6% dintre parintii copiilor bolnavi vor fi veri primari, fata de 1% cât exista în populatia generala europeana Procentul va creste la 16% daca afectiunea este de 10 ori mai rara (1:100 000) Parintii înruditi poseda un procentaj mai mare de gene identice, comparativ cu populatia generala Acest procent depinde de gradul de înrudire, fiind de 1/8 la verii primari, 1/32 la verii de gradul II s a m d (tabelul 5 8) Tabelul 5 8 Coeficientul de înrudire (r) si consanguinitate (F) în diferite tipuri de încrucisari între rude TIP DE ÎNCRUCISARE COEFICIENT DE ÎNRUDIRE (R) COEFICIENT DE CONSANGUINITATE (F) Tata -fiica; frate - sora; gemeni dizigoti 1/2 1/4 Unchi - nepoata; demi-frate - demi-sora 1/4 1/8 Veri de gradul I; demi-unchi - demi-nepoata 1/8 1/16 Var de gradul I - vara de gradul II; demi-veri primari 1/16 1/32 Veri de gradul II 1/32 1/64 Var gradul II - vara gradul III 1/64 1/128 Veri de gradul III 1/128 1/256 Coeficientul de înrudire (r) este proportia de gene comune (identice) din totalul genelor persoanelor ce au un stramos comun Coeficientul de consanguinitate (F) este probabilitatea ca un urmas sa fie homozigot pentru gene ce provin de la parinti, cu un anumit grad de rudenie, de la un stramos comun F = r/2 Cei doi coeficienti se calculeaza prin metode speciale Deoarece parintii înruditi au un numar mai mare de gene (normale sau anormale) în comun, consanguinitatea creste riscul de întâlnire a heterozigotilor si favorizeaza aparitia subiectilor homozigoti afectati Astfel, daca într-o populatie frecventa heterozigotilor pentru o afectiune recesiva este 1/50, probabilitatea unei persoane de a avea un copil bolnav casatorindu-se cu o persoana neînrudita este 1/50 x 1/50 x 1/4 = 1/10 000; daca s-ar casatori cu vara sa primara atunci riscul nasterii unui copil afectat este 1/50 x 1/8 x 1/4 = 1/1 600, deci de circa sase ori mai mare Se apreciaza ca riscul global al unui descendent anormal din casatoria între veri primari este totusi mic (3-5%), aproape dublu fata de cel al populatiei generale (2-3%) Consecintele unui incest (încrucisarea dintre rude de gradul I) sunt însa mult mai dezastruoase: 1/2 - 1/4 din descendenti vor fi anormali (retardul mintal fiind pe locul întâi) c) Heterozigotii în anomaliile recesive Unul dintre cele mai importante aspecte legate de transmiterea AR îl constituie studiul si depistarea heterozigotilor (N/a) Ei sunt fenotipic sanatosi si atunci când se casatoresc cu un alt heterozigot sanatos au un risc de 25% de a avea un copil bolnav Problema devine "acuta" în familiile în care exista un individ afectat de o boala recesiva Probabilitatea ca o persoana sa mostenesca în acest caz gena autosomala depinde de gradul înrudirii cu bolnavul (figura 5 31): cu cât este mai apropiat, cu atât riscul este mai mare Astfel fratele/sora unui bolnav cu o afectiune recesiva are o probabilitate de 2/3 de a fi heterozigot; aceasta se reduce la 1/3 pentru copilul lor sanatos (nepot al bolnavului) Întrucât genele recesive se transmit nemanifeste din generatie în generatie, pâna ce se realizeaza starea homozigota (ca si râurile subterane care atunci când aflueaza tâsnesc la suprafata), exista riscul ca oricine sa posede astfel de gene si deci sa fie heterozigot Acest risc se poate estima pe baza frecventei afectiunii în populatie (vezi capitolul 7) si se poate calcula aproximativ dupa formula: h = 2 v frecventa boli; deci frecventa heterozigotilor este de doua ori radacina patrata a frecventei afectiunii în populatie De exemplu, daca fenilcetonuria are o frecventa de 1:10 000, frecventa heterozigotilor este de 1/50 Prevalenta heterozigotilor pentru unele afectiuni AR mai frecvente este de 1/10 pentru hemocromatoza (1:400); 1/25 pentru fibroza chistica sau mucoviscidoza (1:2 500); 1/30 pentru surdimutitate (1:3 600); 1/35 pentru sindromul adreno-genital (1:5 000) Se observa ca în populatie numarul heterozigotilor este foarte mare comparativ cu cel al bolnavilor homozigoti recesivi În aceste conditii posibilitatea întâlnirii a doi heterozigoti este mare; astfel, se estimeaza ca în Europa de Vest 1:625 cupluri este alcatuit din heterozigoti pentru fibroza chistica Genele recesive morbide sunt deci relativ comune si, pentru ca sunt multe afectiuni recesive este probabil ca fiecare dintre noi sa purtam câteva gene anormale în stare heterozigota În anumite populatii frecventa bolilor recesive si deci cu atât mai mult a heterozigotilor este foarte mare: sicklemia în Africa, beta-talasemia în Italia si Grecia, hemocromatoza si fibroza chistica/mucoviscidoza în Europa de Vest si Nord, nefroza congenitala în Finlanda, boala Tay-Sachs la evreii Ashkenazi (originari din centrul si estul Europei) Explicatiile acestui fenomen (avantajul selectiv al heterozigotilor, efectul de fondator, izolarea etnica sau religioasa etc) vor fi discutate în capitolul 7 Asa cum am mai spus, notiunile de dominant si recesiv sunt valabile pentru fenotip, pentru caracter, si reprezinta o simplificare a relatiilor moleculare, deoarece ambele alele ale genelor se manifesta întotdeauna la nivel molecular Acest lucru permite depistarea heterozigotilor, sanatosi dar purtatori, pentru acele afectiuni la care se cunoaste efectul primar al genei si la care acesta poate fi evidentiat Ne vom referi pe larg la acest aspect important al profilaxiei bolilor genetice (în capitolul 18 4) dar acum vom reaminti exemplul sicklemiei (capitolul 4 B 1) în care heterozigotii sunt identificati, simplu, prin electroforeza hemoglobinei, care evidentiaza HbA si HbS d) Heterozigotii compusi Heterogenitatea alelica este un fenomen frecvent în bolile AR: o gena poate suferi mutatii alelice diferite De exemplu, în beta-talasemie s-au identificat numeroase mutatii în gena HBB; deseori la bolnavi cele doua alele ale locilor HBB sunt anormale (a/a) dar au mutatii diferite (a1/a2) si acestia sunt de fapt heterozigoti compusi (a1/a2) Se pare ca în cele mai multe din bolile recesive indivizii afectati sunt în fapt mai curând heterozigoti compusi decât homozigoti adevarati, exceptând evident situatiile în care parintii lor sunt înruditi si au mostenit aceeasi mutatie de la un stramos comun sau când în acea populatie predomina o anumita mutatie, ca urmare a efectului de fondator e) Variabilitatea în bolile recesive Bolile recesive prezinta deseori o penetranta completa si o variabilitate clinica redusa Exista însa si exceptii: în hemocromatoza (vezi caseta 3 1) de pilda nu toti bolnavii (a/a) dezvolta boala iar femeile sunt relativ protejate datorita pierderilr de fier din cursul menstruatiei De asemenea în mucoviscidoza bolnavii pot avea o mare variabilitate a distributiei si severitatii manifestarilor digestive, pulmonare etc (vezi capitolul 11 E 2), explicabila prin mutatii diferite, specifice, ale genei CFTR; homozigotii care au mutatia F508del prezinta insuficienta pancreatica dar în alte mutatii functia pancreatica este cvasi-normala, fenomenele pulmonare reduse sau se observa o absenta congenitala a canalelor deferente Mutatiile noi sunt rare în bolile AR si, de regula, se poate presupune ca ambii parinti ai unui copil afectat sunt heterozigoti Totusi 1% din cazurile de atrofie musculara spinala (SMA) tip I (boala Werdnig-Hoffman) copilul afectat mosteneste o alela de la unul din parinti care este heterozigot iar cealalta alela provine printr-o mutatie germinala noua de la un parinte ne-purtator; în aceste cazuri riscul de recurenta este foarte mic Asa cum am precizat mai sus heterogenitatea alelica este frecventa în bolile AR; dar si heterogenitatea de locus se întâlneste in unele afectiuni AR Multe din surditatile congenitale sau formele de cecitate recesiva sunt produse de mutatii în loci autosomali diferiti Vom mentiona, în sfârsit, fenomenul de disomie uniparentala prin care un copil afectat poate mosteni ambele copii ale unui cromosom (cu alela mutanta) de la unul din parinti, dar asupra acestui fenomen, rar dar interesant, vom reveni mai târziu 2 4 TRANSMITEREA LEGATA DE SEX Transmiterea legata de sex se refera la ereditatea genelor situate pe cromosomii sexuali Dupa cum stim deja, cromosomii X si Y au morfologie, gene, roluri si distributie diferita la cele doua sexe Prima diferenta majora este reprezentata de dimensiunea si numarul redus de gene al cromososomului Y (aproape 2/3 din Yq este reprezentat de ADN înalt repetitiv, inactiv genetic) Marea majoritate a genelor sunt implicate în determinismul sau controlul unor caractere sexuale, specific masculine, si nu au alele omologe pe X Numai o mica parte din genele cromosomului Y, situate mai ales în regiunile pseudo-autosomale, au alele omologe143 pe X si pot realiza recombinari în cursul meiozei Cromosomul X (cu peste 1100 de gene) are gene de sexualizare dar si gene nesexuale O a doua diferenta majora este reprezentata de faptul ca genele de pe X se vor gasi la organismele feminine (XX) în doza dubla (homozigote sau heterozigote) în timp ce la barbati (XY) vor fi în doza unica (hemizigot) Aceasta diferenta de dozaj este compensata (aproape complet) prin inactivarea unuia din cei doi cromosomi X de la femeie Tinând cont de datele precizate sintetic mai sus - este logic sa presupunem ca exista mai multe modele particulare de transmitere legata de sex: * transmiterea caracterelor legate de Y; * transmiterea caracterelor determinate de genele regiunilor pseudo-autosomale; * transmiterea cararacterelor legate de X, recesiva sau dominanta a) Transmiterea legata de Y (holandrica) Un caracter legat de Y se transmite de la tata, prin cromosomulY, la toti fii sai Se cunosc extrem de putine caractere patologice cu acest mod de transmitere (de exemplu, o forma de retinita pigmentara care se transmite de la tata exclusiv la baieti; OMIM 400004) Mutatiile genelor implicate în determinismul si diferentierea sexuala (dintre care cel mai bine cunoscute sunt mutatiile genei SRY ) produc o inversiune sexuala si/sau sterilitate În schimb alelele polimorfice ale ADN din cromosomul Y se transmit dupa modul holandric precizat mai sus b) Transmiterea caracterelor determinate de gene din regiunile pseudo-autosomale X si Y Pentru a recunoaste un caracter determinat de o gena din aceasta regiune, trebuie studiata ascendenta si descendenta subiectilor de sex masculin Cei care au mostenit caracterul de la tatal lor, prin intermediul cromosomului Y, îl vor transmite mai frecvent la fii lor, în timp ce cei care l-au primit de la mama lor; prin intermediul cromosomului X, îl vor transmite preferential fetelor lor Acest mod de ereditate a fost numita ereditate partial legata de sex Pâna în prezent se cunoaste un singur exemplu: discondrosteoza Leri-Weil, o displazie scheletica cu statura mica disproportionata si deformarea antebratului, produsa de mutatia genei SHOX, gena pseudoautosomala care nu este inactivata, ce codifica un factor de transcriptie implicat în reglarea cresterii În arborele genealogic (figura 5 32) frecventa crescuta a bolii la femei sugereaza o transmitere dominanta legata de X dar prezenta unei transmiteri tata (II3) ? fiu (III-5) exclude o ereditate legata strict de X c) Transmiterea legata de X Pe cromosomul X au fost localizate peste 1100 de gene din care circa 50% se asociaza cu fenotipuri anormale Ele au o distributie diferita la cele doua sexe si un mod de transmitere particular, usor de identificat Luând în discutie o gena mutanta situata pe X sunt posibile cinci genotipuri: XNY si XaY - la barbat, XNXN, XNXa si XaXa - la femeie Mutatia genei se exprima la barbat (hemizigot) indiferent daca manifestarea ei fenotipica este dominanta sau recesiva La femeile heterozigote XNXa, datorita fenomenului de inactivare întâmplatoare a cromosomului X, alela mutanta se exprima în 50% din celule indiferent daca mutatia produce un fenotip recesiv (cel mai frecvent) sau dominant (rar); deci distinctia fenotipica între transmiterea dominanta si recesiva se estompeaza (prin "hemizigotie functionala) si este arbitrara, conditionata de proportia femeilor heterozigote care manifesta boala si severitatea ei În plus, unele mutatii legate de X se pot asocia cu inactivarea preferentiala a cromosomului Xa la femei, fenomen care poate atenua consecintele fenotipice De aceea multi geneticieni nu mai clasifica bolile legate de X în recesive legate de X (RLX) si dominante legate de X (DLX) Consideram însa ca aceasta împartire este utila deoarece fenotipurile dominante se exprima constant la heterozigote în timp ce, în mod obisnuit, fenotipurile recesive nu se manifesta 2 5 TRANSMITEREA RECESIVA LEGATA DE X Dintre bolile RLX cele mai cunoscute sunt hemofilia, distrofia musculara Duchenne, cecitatea pentru culori, deficienta în G6PD s a O mutatie RLX se manifesta fenotipic la barbatii hemizigoti XaY (frecvent) si la femeile homozigote XaXa (foarte rar); femeile sanatoase pot fi XNXN sau XNXa (purtatoare de gena mutanta sau conductoare) Cu cele cinci genotipuri sunt posibile urmatoarele combinatii (tabelul 5 9) dar în functie de boala, în practica, se întâlnesc numai o parte dintre acestea: Tabel 5 9 Transmiterea recesiva legata de X a unui caracter patologic Sanatosi (XNY, XNXN , XNXa) si bolnavi (XaY, XaXa) COMBINATII GENOTIPICE PARENTALE GAMETI DESCENDENTI Genotipuri Fenotipuri 1 XNY x XaXN (XN + Y) x (Xa + XN) 1/4 XaY ; 1/4 XNY, 1/4 XaXN ;1/4 XNXN Un sfert din copii vor fi bolnavi (acestia sunt 1/2 baieti), toate fetele vor fi sanatoase (1/2 purtatoare) 2 XaY x XNXN (Xa + Y) x (XN + XN) XNY ; XaXN Toti copii vor fi sanatosi dar toate fetele vor fi purtatoare 3 XaY x XaXN (Xa + Y) x (Xa + XN) 1/4 XaY ; 1/4 XNY, 1/4 XaXa ; 1/4 XaXN, 1/2 baieti sunt bolnavi 1/2 fete sunt bolnave, 1/2 fete sunt purtatoare 4 XNY x XaXa (XN + Y) x (Xa + Xa) XaY ; XaXN Toti baietii bolnavi, toate fetele purtatoare 5 XaY x XaXa (Xa + Y) x (Xa + Xa) XaY ; XaXa Toti copiii (baieti si fete) bolnavi 6 XNY x XNXN (XN + Y) x (XN + XN) XNY ; XNXN Toti copiii sanatosi a) Criteriile transmiterii recesive legate de X În bolile RLX, de obicei, bolnavi sunt numai barbatii, care au primit gena mutanta de la femei sanatoase dar purtatoare (combinatia 1, tabel 5 9) Deci, din parinti sanatosi rezulta copii bolnavi (1/4) , dar acestia vor fi numai baieti (1/2), care au primit gena anormala de la mama; fetele vor fi sanatoase (1/2 purtatoare) În arborele genealogic (figura 5 33) se înregistreaza o transmitere oblica, în diagonala, si discontinua, de la un barbat bolnav (bunic, strabunic), prin femei sanatoase dar purtatoare, la un baiat bolnav Daca bolnavii au capacitate de reproducere (de exemplu, în hemofilie) si se casatoresc cu o femeie sanatoasa si homozigota (combintia 2) nu pot transmite boala baietilor (transmiterea tata ? fiu nu este deci posibila) sau prin baieti la generatiile urmatoare În schimb toate fetele vor fi obligatoriu heterozigote, purtatoare În cazul unor mutatii frecvente si putin severe ale unor gene de pe X, cum ar fi deficienta în G6PD (în populatia Afro-Americana 10% din barbati au deficienta de G6PD iar 18% din femei sunt heterozigote) sau daltonismul (8% din barbati si 1:150 din femei) este posibil ca bolnavii (XaY) sa se casatoreasca cu o femeie heterozigota (combinatia 3, tabel 5 9)144; în descendenta acestui cuplu pot aparea baieti bolnavi (1/2) dar si fete bolnave (1/2) În arborele genealogic (figura 5 34) se observa transmiterea tata ? fiu dar alela mutanta a baietilor provine de la mama În aceleasi afectiuni sunt uneori posibile si combinatiile 4 si 5 din tabelul 5 9 Se observa fapul ca o femeie bolnava va transmite boala la toti baietii (situatie caracteristica transmiterii RLX) iar din doi parinti bolnavi rezulta numai copii bolnavi (situatie sugestiva pentru transmiterea recesiva, în general) În concluzie, criteriile majore pentru transmiterea RLX sunt urmatoarele: * bolnavii sunt aproape exclusiv barbati; ei nu transmit niciodata boala; * femeile heterozigote sunt deobicei neafectate si pot avea baieti bolnavi, indiferent de tipul de casatorie * gena mutanta se transmite de la barbati afectati ? la femei sanatoase si purtatoare ? si de la acestea la 1/2 baieti; deci exista o discontinuitate în succesiunea generatiilor, doi parinti sanatosi (mama heterozigota) putând avea copii bolnavi, dar numai baieti * nu este posibila niciodata transmiterea tata ? fiu (deoarece tatal îi da fiului cromosomulY) (când se observa o astfel de situatie va trebui sa ne gândim la o boala AD limitata la sexul masculin; de exemplu, scleroza glomerulara focala, din figura 5 35) b) Mutatii noi Multe boli RLX sunt severe si nu permit supravietuirea pâna la vârsta reproducerii Distrofia musculara Duchenne (DMD) este exemplul cel mai elocvent Alelele mutante se pierd astfel din populatie odata cu bolnavul; si totusi prevalenta bolii nu se modifica deoarece alte cazuri apar prin mutatii noi, din femei sanatoase si cert nepurtatoare În DMD circa 1/3 din cazuri apar din cupluri de parinti sanatosi, în care femeia nu este heterozigota; în hemofilie selectia este doar partiala si numarul de mutatii noi este mult mai mic c) Femei afectate de boli recesive legate de X Bolile recesive legate de X se manifesta aproape exclusiv la sexul masculin Prezenta certa a unei astfel de boli la o persoana de sex feminin are multiple explicatii * Încrucisarea între un bolnav si o femeie purtatoare (combinatia 3, tabel 5 9)(figura 5 33); asa cum am spus aceasta eventualitate, rara, se întâlneste mai ales în bolile RLX frecvente în anumite populatii si care sunt mai putin severe * Inactivarea "neechilibrata" a cromosomului X la femeile heterozigote Xa/XN, care face ca o proportie mai mare de celule sa aiba activ Xa * Inactivarea "preferentiala" a unui cromosom X anormal structural (isocromosom X sau translocatie X-autosom); acest tip de inactivare reflecta mai probail o selectie în favoarea celulelor care au XN activ si deci nu exista în realitate * Femei hemizigote pentru X datorita unei monosomii 45,X (sindromul Turner) * Femei 46,XY în cadrul unor stari intersexuale (vezi capitolul 14 C) * Mutatie noua (pe cromosomul XN) la femei purtatoare Xa/XN * Heterogenitate genetica d) Riscul genetic Depistarea heterozigotelor pentru gene RLX Riscul de recurenta al bolilor recesive legate de X depinde de genotipul parintilor si sexul descendentilor Se poate calcula din tabelul 5 7 dar problema esentiala este de a sti daca o femeie sanatoasa din familia/fratria unui bolnav este sau nu purtatoare Acest lucru (frecvent în practica pentru distrofia musculara Duchenne) se poate face, pornind de la anamneza familiala, pe baza faptului ca femeile heterozigote sunt, datorita inactivarii unuia din cromosomii X, un mozaic functional, cu celule în care este activ XN si celule în care este activ Xa si efectul primar sau secundar al genei mutante se poate identifica la nivel biochimic sau celular O alta modalitate este analiza directa sau indirecta la nivelul ADN 2 6 TRANSMITEREA DOMINATA LEGATA DE X Bolile DLX sunt mult mai putine decât cele RLX si, cu exceptia particulara a sindromului X fragil, ele sunt foarte rare Exemplul cel mai cunoscut este rahitismul hipofosfatemic (rezistent la vitamina D) în care se produce o eliminare crescuta a fosfatilor în urina (datorita unei tulburari de reabsorbtie renala), statura mica si deformari osoase Alte afectiuni DLX sunt: condrodisplazia punctata, incontinentia pigmenti, sindromul Goltz, sindromul Rett (despre care se pot obtine detalii prin accesarea OMIM) Asa cum am precizat, o boala legata de X este considerata dominanta daca se exprima regulat la femeile heterozigote (XAXn) La barbati nu se pune problema diferentierii între un caracter dominant sau recesiv legat de X deoarece ei sunt hemizigoti Barbatii bolnavi (XAY) vor prezenta însa forme mai grave de boala deoarece la femeile afectate, în marea lor majoritate heterozigote (XAXn), inactivarea întâmplatoare face ca 50% din celule sa aibe cromosomul Xn activ, fapt ce determina un fenotip mai putin sever În unele boli (de exemplu, incontinentia pigmenti145 tipul 2, sindromul Rett) manifestarea este aproape exclusiva la sexul feminin, deoarece boala este letala la fetii XAY Tabel 5 10 Transmiterea dominanta legata de X a unui caracter patologic Sanatosi (XnY, XnXn ) si bolnavi (XAY, XAXn, XAXA) COMBINATII GENOTIPICE PARENTALE GAMETI DESCENDENTI Genotipuri Fenotipuri 1 XnY x XAXn (Xn + Y) x (XA + Xn) XAXn, XnXn XAY, XnY 1/2 fete bonave si 1/2 fete sanatoase 1/2 baieti bolnavi si 1/2 sanatosi 2 XAY x XnXn (XA + Y) x (Xn) XAXn, XnY Toate fetele bolnave, Toti baietii sanatosi 3 XAY x XAXn (XA + Y) x (XA + Xn) XAXA, XAXn XAY, XnY Toate fetele si 1/2 baieti bolnavi 1/2 baieti sanatosi 4 XnY x XAXA (Xn + Y) x (XA) XAXn, XAY Toti copiii (baieti si fete) bolnavi 5 XAY x XAXA (XA + Y) x (XA) XAXA, XAY Toti copiii (baieti si fete) bolnavi 6 XnY x XnXn (Xn + Y) x (Xn) XNY ; XNXN Toti copiii sanatosi Modelul de transmitere în bolile DLX nu difera esential de transmiterea AD deoarece femeile au o pereche de cromosomi X ca ori ce alta pereche de autosomi; apar, evident, o serie de particularitati determinate de localizarea genei pe cromosomul X (tabelul 5 10)(figura 5 36) Vom regasi deci continuitatea bolii în succesiunea generatiilor, determinata de faptul ca orice bolnav are (cel putin) un parinte bolnav Fiecare copil al unei femei afectate si heterozigote (XAXn) are un risc de 50% de a fi bolnav, indiferent de sex (combinatia 1 din tabelul 5 10) Parintii sanatosi vor avea copii sanatosi (combinatia 6) Ceea ce este însa caracteristic transmiterii DLX este faptul ca barbatii bolnavi (XAY) vor avea toate fetele afectate si toti baietii sanatosi (combinatia 2; transmiterea tata ? fiu este imposibila) iar în situatia, mai mult teoretica, a doi bolnavi (femeia heterozigota) (combinatia 3) pot rezulta copii sanatosi, dar numai baieti Aceste caracteristici determina o frecventa generala a femeilor bolnave de doua ori mai mare ca a barbatilor bolnavi 3 EREDITATEA MONOGENICA NON - MENDELIANA Transmiterea caracterelor monogenice, prin modelele sale si raporturile de segregare ale genelor alele este, în general, concordanta cu principiile ereditatii mendeliene Au fost, totusi, semnalate o serie de exceptii care sunt determinate de mecanisme neobisnuite: mutatii instabile, disomie uniparentala, amprentare genomica, mozaicism sau ereditate mitocondriala Ele sunt discutate în detalii si în alte capitole, dar pentru o viziune unitara a problemei vom face si aici unele referiri, redundanta fiind, în opinia noastra, benefica 3 1 MUTATIILE INSTABILE sau DINAMICE Se considera, în general, ca alelele mutante ce produc boli monogenice mendeliene se transmit nemodificate de la parinti la copii În anul 1991 au fost descoperite mutatiile prin expansiunea unor repetitii trinucleotidice instabile (vezi capitolul 6 B 1 4) care reprezinta un mecanism genetic nou pentru un grup important de boli (vezi capitolul 11 D) Au fost identificate mai multe gene ce contin regiuni cu repetitii trinucleotidice (de exemplu, CGG în sindromul X fragil, CTG în distrofia miotonica sau CAG în boala Huntington În populatia generala, numarul de repetitii variaza de la o persoana la alta; când numarul lor depaseste o anumita limita, regiunea în care se gasesc devine instabila si are tendinta sa creasca în marime (premutatie), atunci când este transmisa la descendenti Expansiunea neobisnuita a repetitiilor transforma premutatia în mutatie completa si produce aparitia manifestarilor clinice ale bolii Deoarece vârsta de debut si severitatea bolii sunt direct propoRtionale cu marimea expansiunii, acest fenomen explica fenomenul de anticipatie clinica observat în acest grup de boli, unde în aceiasi familie vârsta debutului clinic scade în generatii succesive În unele afectiuni, gravitatea bolii depinde de sexul parintelui ce transmite gena mutanta; astfel transmiterea materna pentru distrofia miotonica si sindromul X fragil sau paterna pentru boala Huntington - produc forme mai severe de boala 3 2 DISOMIA UNIPARENTALA Un alt mecanism neobisnuit implicat în producerea bolilor genetice este disomia uniparentala (DUP), în care ambele copii ale unui anumit cromosom provin numai de la unul din parinti Deobicei DUP se produce prin pierderea unui cromosom de catre un zigot care a fost initial trisomic În functie de originea trisomiei (nedisjunctie în mieoza I sau în meioza II) (vezi figura 5 20)si cromosomul pierdut exista trei posibilitati: * zigot disomic normal, cu câte un cromosom de la fiecare din parinti; * zigot cu DUP si doi cromosomi identici de la un parinte (isodisomie); * zigot cu DUP si doi cromosomi diferiti de la un parinte (heterodisomie) DUP nu are consecinte clinice prin ea însasi ci prin faptul ca isodisomia poate realiza o stare de homozigotie a unei gene recesive ce exista sub forma heterozigota numai la unul din parinti S-au descris cazuri de fibroza chistica în care ambele gene mutante provin de la doua copii identice ale cromosomului 7 matern De asemenea, au fost semnalate cazuri de hemofilie A în care ambii cromosomi X si Y ai unui baiat bolnav provin de la tatal afectat sau boala se manifesta la o fata homozigota (prin isodisomia Xa) nascuta din parinti XaXN si XNY DUP poate avea efecte patologice atunci când cromosomul implicat contine una sau mai multe gene amprentate De exemplu, în sindromul Beckwith-Wiedemann (OMIM 130650) - caracterizat prin gigantism, macroglosie, omfalocel si predispozitie pentru dezvoltarea unor tumori - boala este asociata cu expresia bialelica (prin isodisomie) a genei pentru factorul de crestere similar insulinei tip 2 (IGF2), gena situata pe cromosomul 11p15 5 si exprimata în mod normal146 numai de pe cromosomul patern (bolnavul are ambii cromosomi 11 de la tata) 3 3 AMPRENTAREA PARENTALA (GENOMICA) În transmiterea mendeliana se pleaca de la premiza ca actiunea genei este independenta de originea sa materna sau paterna; când se formeaza un zigot, genele "par a uita" originea lor parentala În mod obisnuit o alela mutanta a unei gene autosomale este transmisa cu o probabilitate egala de la unul din parinti, indiferent de sex, la un copil de un sex sau altul Exista însa situatii rare în care expresia unei gene mutante si deci a bolii este diferita în functie de originea ei, materna sau paterna Aceasta diferenta de expresie între alela mostenita de la tata si alela mostenita de la mama este produsa prin amprentare parentala sau genomica (vezi capitolul 4 D 1 2) Amprentarea este o forma de inactivare a genei ce produce o expresie monoalelica dar nu este o mutatie, deoarece este reversibila Amprentarea se produce în gametogeneza, inainte de fecundare, marcând originea materna sau paterna a a numitor gene Dupa conceptie expresia genei amprentate este suprimata în anumite tesuturi si se mentine ca atare toata viata; exceptie fac celulele germinale în care se produce o conversie a amprentarii functie de sex: la barbat, alelele mostenite de la mama, cu amprentare materna, vor fi convertite în gametogeneza si vor fi trecute descendentilor cu amprentare paterna Amprentarea este un mecanism normal de reglarea genica care nu produce, prin el însasi, o boala ereditara dar poate explica penetranta incompleta sau expresivitatea variabila a unei afectiuni monogenice De exemplu, tumora de glomus carotidian, transmisa AD, la care subiectii purtatori de gena mutanta sunt bolnavi sau sanatosi dupa cum ei au primit gena de la tata sau de la mama; deci gena mutanta este activa daca o transmite tatal sau inactiva daca provine de la mama Amprentarea genomica implica numai un numar mic de gene Sunt cunoscute mai multe regiuni cromosomice (care contin peste 40 de gene amprentate) situate pe: 7q matern, 11p patern, 14q matern, 15q matern, 15q patern, etc În ciuda numarului relativ mic de gene amprentate, tulburarea modului corect de expresie monoalelica (datorata UPD, deletiei cromosomice / genice sau pierderii amprentarii) s-a dovedit a avea consecinte serioase în dezvoltarea embrionara, boli genetice si cancer Cel mai amplu exemplu studiat (vezi capitolul 4 D 1 2) îl reprezinta sindroamele Prader-Willi (SPW) si Angelman (SA) produse, în mod obisnuit (dar nu exclusiv ; vezi tabelul 5 11), de aceeasi deletie a cromosomului 15q11-13, dar pe cromosomul de origine paterna (SPW) sau materna (SA) Tabel 5 11 Fenotipurile si cauzele sindroamelor Prader-Willi si Angelman SINDROMUL PRADER - WILLI SINDROMUL ANGELMAN Fenotip Hipotonie neonatala severa, dismorfie faciala caracteristica, mâini si picioare mici, talie mica, obezitate cu debut în copilarie, retard mintal, tulburari de comportament Dismorfie faciala carcteristica, talie mica, microcefalie, retard mintal sever, spasticitate si convulsii, lipsa vorbirii si crize de râs Deletie 15q11-13 ~ 70% cazuri cu deletie pe cromosomul patern ~ 70% cazuri cu deletie pe cromosomul matern Disomie uniparentala ~ 30% cazuri (materna) ~ 3-5 % cazuri (paterna) Gene incriminate SNRPN si necdina, ambele cu expresie de pe cromosomul patern UBE3A care este exprimata exclusiv matern, la nivel cerebral Mutatie genica Neidentificata 7-9 % cazuri Mutatie în centrul de amprentare 1-2 % cazuri 7-9 % cazuri Alte cauze Neidentificate 10-20 % cazuri 3 4 MOZAICISMUL Mozaicismul este definit ca prezenta la un individ a cel putin doua linii celulare diferite genetic dar derivate dintr-un singur zigot (prin aceasta se deosebeste de himera, formata prin unirea a doi zigoti ce vor forma un singur embrion; vezi 5 C 3) Mozaicismul prezinta urmatoarele caracteristici: * poate implica un cromosom întreg (aneuploidie) sau o singura gena (mutatie); * este un eveniment postzigotic care se produce într-o singura celula; * o data ce modificarea genetica a fost generata si nu este letala, ea va fi trasnsmisa celulelor fiice, formându-se o clona celulara anormala; * procesul se poate produce în perioade diferite ale dezvoltarii ontogenetice: în stadiul embrionar, în viata fetala sau postnatal; momentul de producere va determina proportia relativa a celor doua clone si prin aceasta severitatea modificarilor fenotipice cauzata de clona anormala Nu vom discuta mozaicismul cromosomic, produs de o eroare postzigotica în mitoza (vezi 4 B 2 3) si nici nu vom mai insista asupra mozaicismului functional care se întâlneste la femei, prin inactivarea unuia din cei doi cromosmi X Ne vom referi doar la mutatiile genice produse în celulele somatice, care pot produce un fenotip segmental sau neuniform (în "pete") Mozaicismul somatic este o cauza majora a multor forme de cancer (vezi capitolul 17) dar a fost semnalat si în unele boli monogenice "clasice", ca de exemplu neurofibromatoza 1 segmentala (ce afecteaza numai o parte a corpului iar parintii pacientului sunt normali) în unele boli legate de X (hemofilia A, distrofia musculara Duchenne, deficienta în ornitin transcarbamilaza) sau în unele tulburari de morfogeneza Exista si un mozaicism germinal sau gonadic care explica transmiterea unei boli genetice la mai multi copii de catre parinti normali Mutatia se produce în perioada precoce a dezvoltarii embrionare (este deci o mutatie somatica) în celulele precursoare ale gametilor, care efectueaza un numar de diviziuni mitotice (câteva sute la embrionul masculin), ceea ce face ca o anumita proportie de gameti sa posede mutatia Mozaicismul germinal a fost documentat în circa 6% din formele letale de osteogenesis imperfecta (figura 5 37), la 15% din mamele (nepurtatoare !) copiilor cu distrofie musculara Duchenne sau în unele cazuri de hemofilie A Posibilitatea mutatiilor germinale face dificila excluderea completa a riscului de recurenta în boli recesive legate de X, la care testele de identificare a starii de purtator la mama sunt normale, sau în bolile autosomal dominante în care parintii sunt clinic si genetic neafectati dar din fericire acest risc este mic (3-4%) 3 5 TRANSMITEREA PE LINIE MATERNA În capitolul 2 C 3 am prezentat structura ADN mitocondrial si am precizat ca acesta poate suferi mutatii producând o serie de boli degenerative, care sunt transmise într-un mod specific, de la mama la toti descendentii; barbatii bolnavi nu transmit boala Explicatia acestui mod particular de transmitere, pe linie materna, este reprezentata de faptul ca numai ovulul va furniza zigotului citoplasma si mitocondrii Bolile produse de mutatii în ADNmt vor fi prezentate în capitolul 12 E EREDITATEA POLIGENICA SI MULTIFACTORIALA Numeroase caractere normale si anormale (calitative sau cantitative) sunt prezente la mai multi indivizi dintr-o familie, desi nu sunt determinate monogenic (tabelul 5 12) Aceasta agregare familiala poate fi explicata prin faptul ca membrii aceleiasi familii au un numar mai mare de gene în comun Dar aceasta nu este singura explicatie a unor trasaturi comune într-o familie Nu trebuie uitat ca membrii unei familii traiesc în aceleasi conditii de mediu socio-economic si cultural si nici posibilitatea ca, uneori, o aceeasi boala sa apara din întâmplare la mai multe persoane din aceiasi familie Totusi, majoritatea caracterelor familiale non-mendeliene sunt determinate de actiunea combinata a unor factori genetici, reprezentati de mai multe gene nealele (poligenie), si a unor factori de mediu Deci, ereditatea lor este complexa, multifactoriala O caracteristica primara a bolilor multifactoriale este aceea ca indivizii afectati tind sa se grupeze în familii (agregare familiala) Specialistii în epidemiologie genetica trebuie sa stabileasca daca o agregare familiala observata în anumite boli este determinata de factori genetici, sa evalueze contributia lor si în final sa identifice locii si alelele implicate în aceste boli multifactoriale Tabelul 5 12 Caractere multifactoriale normale si anormale CARACTERE NORMALE CARACTERE ANORMALE - culoarea pielii si a parului - culoarea ochilor - înaltimea - dermatoglifele - coeficientul de inteligenta - habitusul - fizionomia fetei - personalitatea individului - despicatura labio-palatina - defectele de tub neural - malformatiile congenitale de cord - luxatia congenitala de sold - schizofrenia - boala coronariana - diabetul zaharat - cancerul de sân, cancerul de colon, etc 4 1 STABILIREA NATURII GENETICE A UNUI CARACTER FAMILIAL NON-MENDELIAN Stabilirea naturii genetice a unui caracter familial non-mendelian, care ar putea fi un caracter multifactorial, se realizeaza prin trei metode esentiale: determinarea si masurarea agregarii familiale, studiul gemenilor si studiile de adoptatie a) Masurarea agregarii familiale Cea mai directa metoda pentru evidentierea unui determinism genetic este sa stabilim ca un anumit caracter calitativ/boala este familial, se manifesta la mai multi membri din familie Când doi indivizi dintr-o familie au aceeasi boala ei se numesc concordanti pentru boala respectiva Când, într-o pereche de indivizi înruditi, numai unul este afectat si celalalt nu, ei se numesc discordanti pentru boala data Gradul de agregare familiala poate fi masurat prin compararea frecventei caracterului / bolii la rudele unei persoane afectate (proband) cu frecventa în populatia generala Rata riscului relativ ( ?r ) este definita prin raportul dintre prevalenta bolii la rudele unei persoane afectate (r) si prevalenta bolii în populatia generala ?r = Prevalenta bolii la rudele unei persoane afectate "r" Prevalenta bolii în populatia generala Valoarea lui ?r exprima nivelul agregarii familiale în functie de riscul recurentei bolii în familie si de prevalenta ei în populatia generala147 Cu cât ?r este mai mare cu atât agregarea familiala este mai pronuntata (tabelul 5 13) O rata ?r = 1 indica faptul ca persoana înrudita nu are un risc mai mare decât orice individ din populatia generala de a dezvolta boala Rata riscului relativ se poate masura pentru diferite clase de înrudire; de exemplu, pentru gemeni MZ, rude de gradul I (?f pentru fratrie) etc Tabelul 5 13 Rata de risc relativ ( ?r ) pentru rudele probanzilor cu unele boli familiale si ereditate multifactoriala (adaptat dupa Nussbaum et al, 2001) Boala Gradul de înrudire ?r Autism Gemeni monozigoti Frati 2000 150 Diabet zaharat tip I Gemeni monozigoti Frati 80 12 Psihoza maniaco-depresiva Gemeni monozigoti Frati 60 7 Schizofrenia Gemeni monozigoti Frati 48 12 Este firesc ca incidenta unei boli multifactoriale si ?r sa fie concordante cu gradul de rudenie (tabelul 5 14) Daca exista o predipozitie genetica la o boala este firesc ca ?r sa fie mai mare la gemenii monozigoti (MZ) - cu aceiasi ereditate - si apoi sa scada la rudele de gradul I (cu 1/2 gene în comun) si, mai mult , la rudele de gradul II (cu 1/4 gene în comun) Tabelul 5 14 Riscul familial în schizofrenie (modificat dupa Strachan si Read, 1999) GRAD DE RUDENIE INCIDENTA ?R Copii 12,31 % 15,4 Fratrie 8,51 % 10,6 Nepoti, nepoate 2,81 % 3,5 Veri primari 2,91 % 3,6 Unchi, matuse 2,01 % 2,5 O alta metoda de evaluare a agregarii familiale este reprezentata de studiile caz-control În care pacientii cu boala (cazurile) sunt comparati (istoric familial, expuneri la factori de mediu, ocupatie, pozitie geografica, paritate etc) cu indivizi fara boala (control) (de exemplu sotiile, ce traiesc în acelasi mediu) Pentru a determina o posibila contributie genetica la agregarea familiala a bolii, se compara frecventa bolii în familia cazului cu frecventa ei la rudele lotului control Studiile caz-control sunt dificile si pasibile la erori de recenzare, alegerea loturilor etc În cazul caracterelor cantitative ele nu mai pot fi clasificate în "prezente sau absente" ci vor trebui masurate În consecinta nu se mai poate compara prevalenta bolii la rude versus control ci se masoara coeficientul de corelatie, adica tendinta ca o anumita valoare a masuratorii paramerului analizat sa fie asemanatoare în loturile evaluate b) Studiile gemenilor Pentru evaluarea rolului ereditatii si mediului la om, gemenii sunt subiecti ideali, adevarate "experimente naturale" (Fr Crick sugera, cu ironie, ca fiecare pereche de gemeni ar trebui donata stiintei pentru studiu) Gemenii dizigoti (DZ) permit masurarea concordantei bolilor la doi indivizi înruditi care cresc si traiesc în acelasi mediu dar care sunt diferiti din punct de vedere genetic, proportia de gene comune fiind de 50% Gemenii monozigoti (MZ) au genotip identic si pot creste si trai împreuna sau nu Daca vor trai în conditii de mediu diferite acestea vor fi responsabile de diferentele în aparitia bolilor în cursul vietii lor Gemenii monozigoti provin prin clivajul timpuriu în embriogeneza (în primele 14 zile dupa conceptie148) al unui singur zigot Ei vor avea întotdeauna acelasi sex si vor fi identici din punct de vedere genetic exceptând posibilele mutatii somatice post-zigotice (mai frecvente în dezvoltarea celulelor sistemului imun), numarul moleculelor de ADN mitocondrial sau modelul de inactivare a cromosomului X (daca sunt de sex feminin) Gemenii dizigoti se dezvolta din doua ovule diferite, fiecare dintre ele fertilizate de catre un spermatozoid; au acelasi sex sau sexe diferite (în proportii egale) si, din punct de vedere genetic, sunt diferiti sau tot atât de asemanatori ca fratii obisnuiti, având numai jumatate din alelele lor identice (se mai numesc si gemeni fraterni) Frecventa nasterilor gemelare variaza între 0,5 - 2 % În general se apreciaza ca 1/3 din toti gemenii sunt MZ iar 2/3 sunt DZ din care 1/2 sunt de acelasi sex, 1/2 sunt de sex diferit Diagnosticul gemelaritatii, necesar pentru gemenii de acelasi sex, necesita evaluarea atenta a multor caracteristici: aspectul placentei, numarul membranelor amniotice si corionice; morfologia corpului, dermatoglifele; markerii serologici si, cel mai sigur, markerii ADN polimorfici Toti gemenii dizigoti au doi saci amniotici si doi saci corionici (ei pot fuziona secundar dar circulatia fiecarei parti a placentei ramâne separata) Natura membranelor fetale la gemeniii MZ depinde de momentul separarii La 75% din MZ exista un singur amnios si un singur corion; restul de 25% au doua membrane corionice si nu pot fi deosebiti în acest caz de gemenii DZ Diagnosticul de gemelaritate este pus de baza unor markeri serologici si ADN identici Studiile gemenilor sunt adesea folosite pentru a distinge trasaturile multifactoriale de cele monogenice sau de cele cauzate de factori negenetici: * Deoarece gemenii monozigoti au toate genele lor comune, ei vor fi 100% concordanti pentru transmiterea tuturor bolilor monogenice Gemenii dizigoti vor avea o concordanta de 50% pentru trasaturile dominante monogenice si de 25% pentru cele recesive * O concordanta sub 100% la gemenii MZ este o dovada clara ca factori negenetici au un rol în producerea bolii si ca avem de a face mai degraba cu o trasatura multifactoriala * Concordanta trasaturilor multifactoriale este diferita dupa tipul de gemelaritate (Tabel 5 15) Cu cât procentul de concordanta la MZ este mai mare decât la DZ cu atât o componenta genetica a bolii este mai pronuntata Aceasta observatie este cu atât mai valabila cu cât boala este manifesta la nastere sau cât mai curând dupa nastere Cu cât debutul este mai tardiv, cu atât posibilitatea interventiei unor factori de mediu este mai mare * Gemenii MZ despartiti la nastere si crescuti separat permit geneticienilor o buna observatie a concordantei îmbolnavirilor la indivizi identici genetic, crescuti sub influenta unor factori de mediu diferiti Asemenea studii au permis demonstrarea rolului mediului în producerea unor boli psihice cum ar fi: alcoolismul sau abuzul de droguri Tabel 5 15 Concordanta unor trasaturi între gemenii monozigoti si dizigoti (Emery and Rimoin, 1997) Caracter Procentul de concordanta Gemeni monozigoti Gemeni dizigoti Diabet zaharat insulino-independent 100 10 Înaltimea 95 52 Nr crestelor digitale 95 49 IQ Psoriazis Epilepsia idiopatica 90 72 70 60 15 6 Psihoza maniaco-depresiva 67 5 Retard mintal cu IQ ) si apoi noul nucleotid din poziia respectiva Numarul nucleotidului se calculeaza de la primul nucleotid A din codonul initiator (start) ATG care este +1 (nucleotidul precedent este -1; nu exista nucleotid 0) Daca este necesar se va folosi g si c pentru a indica o secventa de ADN genomic sau ADN complementar De exemplu, o mutatie cu sens gresit se poate scrie G1444>A (uneori se mai scrie 1444G>A) Pentru modificari în introni, se va specifica numarul intronului (desemnat cu initialele IVS de la "intervening sequence"), numarul nucleotidului (+1, +2) începând cu situl donor 5' sau invers (-1, -2) de la situsul 3'acceptor D ex , IVS33+2T>A reprezinta o mutatie în intronul 33 în situsul donor, an care T este înlocuita cu A Deletiile si insertiile Deletiile mici sunt indicate prin termenul "del" scris dupa numerele nucleotidelor deletate; de ex , 1524-1527del sau 1524-1527delAGTA - deletia a 4 nucleotide (AGTA) Pentru a preciza modificarea aminoacizilor atunci se scrie mai întâi simbolul lor De ex , F508del semnifica deletia fenilalaninei în pozitia 508 (aceasta modificare frecventa în mucoviscidoza s-a scris initial ?F508, semnul delta semnificînd deletie) Insertiile mici sunt desemnate similar cu termenul "ins" dupa cele doua nucleotide între care se produce insertia, urmat de nucleotidele inserate De ex , 1277-1278insTATC denota insertia a patru baze între nucleotidele 1277 si 1278, o cauza comuna a bolii Tay-Sachs 1 1 SUBSTITUTIA UNUI NUCLEOTID Înlocuirea unui singur nucleotid (si deci a unei perechi de baze în ADN bicatenar) este o mutatie punctiforma si reprezinta cel mai frecvent tip de mutatie întâlnita la om Astfel, din circa 130 de variante anormale ale hemoglobinei umane, 120 sunt produse prin substitutii a) Tranzitii si transversii Se deosebesc doua tipuri de substitutii: tranzitiile care reprezinta înlocuirea unei baze pirimidinice (T sau C) sau purinice (A sau G) cu o baza de acelasi tip si transversiile în care o baza pirimidinica (T sau C) este înlocuita de o baza purinica (A sau G) si vice versa Teoretic, presupunând ca substitutia se face la întâmplare, transversiile ar trebui sa fie de doua ori mai frecvente decât tranzitiile, deoarece orice baza poate suferi doua transversii dar numai o singura tranzitie (figura 6 3) În realitate, tranzitiile sunt mai frecvente ca transversiile; excesul de tranzitii este determinat probabil de actiunea combinata a ADN polimerazei (ce poate încorpora eronat în procesul de replicare mai frecvent o baza de acelasi tip) si actiunii sistemelor de corectie (care recunosc mai usor o încorporare de tipul transversiei, ce antreneaza o modificare mai importanta a diametrului moleculei de ADN, decât tranzitia) Printre tranzitii, cele ce intereseaza dinucleotidul CpG (sau 5'-CG-3') sunt mai frecvente decât celelalte dinucleotide (TpG sau CpA), reprezentând cam o treime din toate substitutiile Acest dinucleotid CpG se gaseste mai ales în regiunile reglatoare ale transcriptiei (promotor), sub forma unor insule CpG, iar C situata în pozitia 5' fata de G este frecvent metilata În plus, citozina sufera deseori o dezaminare spontana transformându-se în uracil, un component anormal al ADN care este usor recunoscut si îndepartat prin mecanismele de corectie Daca dezaminarea intereseaza metil-citozina, aceasta este transformata în timina, o baza normala din structura ADN; în acest caz eroarea nu va fi usor de recunoscut si corectat, producând o tranzitie C?T sau G?A în functie de catena ADN implicata (figura 6 4) Dinucleotidul CpG constituie deci "un punct fierbinte" de producere a mutatiilor în genomul uman; într-adevar tranzitiile în acest dinucleotid au fost gasite, în diferite boli, de 10-20 ori mai frecvent comparativ cu alte dinucleotide151 si circa 30% din toate substitutiile unui singur nucleotid sunt de acest tip b) Efectele substitutiei asupra informatiei genetice Efectele substitutiei unui nucleotid depind de localizarea intragenica a mutatiei: secvente codante, secvente intragenice necodante si secvente reglatoare (vezi capitolul 3 B 1) În regiunile codante (exoni) substitutia se poate face într-un codon sens sau nonsens si modifica codonul respectiv, putând sa-i schimbe semnificatia (figura 6 5) (1) Substitutia într-un codon sens poate produce: * Un codon sens sinonim, care semnifica acelasi aminoacid; mutatia este fara efect asupra polipeptidului codificat de gena (care va ramâne nemodificat), este neutra din punct de vedere fenotipic si evolutiv, si se numeste mutatie silentioasa (muta) sau mutatie sinonima; * Un alt codon sens care semnifica un aminoacid diferit; acest tip de mutatii nesinonime, care altereaza "sensul" unui codon, se numesc mutatii cu sens gresit ("missens") Ele se împart în doua grupe: - substitutii conservative, când este înlocuit un aminoacid cu altul care este chimic si functional similar, (face parte din aceeasi grupa; de ex , lizina si arginina sunt aminoacizi bazici); adesea, efectul acestei substitutii asupra functiei proteinei este minim (ambii aminoacizi au functii similare); - substitutii neconservative, când este înlocuit un aminoacid cu altul care este chimic si functional diferit; acest tip de mutatii este frecvent (50%) în patologia genetica la om * Un codon nonsens sau stop prematur, care nu semnifica nici-un aminoacid; se formeaza un ARNm mai scurt si, daca acesta este stabil, o proteina "trunchiata" (de obicei instabila si degradabila152); mutatiile nonsens constituie aproximativ 12% din toate mutatiile ce produc boli la om (2) Substitutia într-un codon nonsens poate produce: * Un codon sens care semnifica un aminoacid; deci codonul stop este anulat, transcriptia continua pâna la urmatorul codon stop si se formeaza un ARNm mai lung, care va codifica o proteina anormal de lunga * Rareori rezulta un alt codon stop (UAA?UAG) si mutatia este fara efect asupra proteinei c) Consecintele substitutiei în raport cu localizarea intragenica Efectele substitutiei unui nucleotid depind de localizarea intragenica a mutatiei: secvente codante, secvente intragenice necodante si secvente reglatoare (figura 6 6) (1) Secventele codante sunt afectate în marea majoritate a mutatiilor patogene Predomina substitutiile nucleotidice nesinonime, în special mutatiile cu sens gresit, care modifica: - stabilitatea proteinei, localizarea intracelulara, maturarea proteinei, asamblarea ei în structuri multimerice, - interactiunile cu liganzii sau alte proteine, - situsul functional pentru activitatea enzimatica etc) Totusi, foarte rar, o substitutie sinonima (de obicei neutra) poate cauza un efect patogen prin activarea unui situs criptic de decupare/matisare (asemanator celor din introni) care va determina excluderea unei parti a exonului din ARNm Remarcam, de asemenea, ca unii exoni pot avea în zonele cu dinucleotide CpG o rata mare de mutatii (2) Secventele necodante intragenice, si în special intronii, pot fi sediul unor mutatii (în circa 10-15% din mutatiile patogenice) Astfel, alterarea (prin substitutie) a situsurilor de decupare a intronilor (în engleza - splice site mutations) - situsul donor (5'-GT) sau acceptor (AG-3') - face ca excizia sa se produca la urmatorul exon si, ca atare, în ARNm matur se va încorpora o parte sau întregul intron sau va lipsi un exon (în engleza - exon skipping), în functie de situsul afectat Ambele situatii au consecinte importante asupra expresiei genei (ARNm instabil; polipeptid nefunctional) Ocazional au fost descrise mutatii patogenice si în secventele 5'UTR (hemofilia B Leyden) sau 3'UTR, transcrise dar netranslate, din primul si ultimul exon; ele pot modifica rata sintezei proteice (3) Secventele reglatoare pot suferi mutatii care, evident, modifica rata transcriptiei (daca afecteaza elementele promotorului si interactiunea lor cu factorii de transcriptie) sau stabilitatea moleculei de ARNm formate (când afecteaza situsul de poliadenilare din regiunea 3') si deci cantitatea de proteina sintetizata; astfel de mutatii se întâlnesc în talasemii d) Mecanismele posibile de producere a substitutiilor Substitutiile nucleotidice pot fi produse fie spontan, prin erori în procesul normal de replicare a ADN, fie prin leziuni provocate în ADN de factori mutageni (chimici sau fizici) * Erorile de replicare ale ADN apar prin împerecherea gresita a nucleotidelor (vezi 5 A 3 6) Ele sunt îndepartate rapid prin procesul de corectie fie de catre ADN polimeraza d, fie prin alte mecanisme de reparare; în final, ramîn putine erori de replicare, aproximativ o mutatie noua la fiecare diviziune celulara * Mutatiile pot aparea si prin procese chimice spontane de depurinare, dezaminare, demetilare sau dupa expunerea la mutageni chimici sau fizici (radiatii ionizante sau ultraviolete) 1 2 DELETII SI INSERTII MICI Un al doilea tip major de mutatii este reprezentat de catre deletiile sau insertiile a unul sau mai multe nucleotide; ele reprezinta circa un sfert din toate mutatiile responsabile de producerea bolilor genetice la om * Daca deletiile sau insertiile sunt un multiplu de trei nucleotide se produce lipsa sau aditia unor aminoacizi în proteina Un exemplu interesant este cel al mutatiei ?F508 (sau F508 del, dupa nomenclatura actuala), ce produce aproape 70% din cazurile de fibroza chistica la Europeni; prin deletia a trei perechi de nucleotide din gena CF rezulta pierderea fenilalaninei (F) din pozitia 508 a proteinei CFTR (vezi capitolul 11 B 4) * Atunci când numarul nucleotidelor deletate sau inserate nu este un multiplu de trei se produce o decalare (defazare) a cadrului de lectura al genei, de la locul în care s-a produs deletia sau insertia (figura 6 7); sa ne reamintim ca citirea informatiei genetice se face continuu, în grupe de trei nucleotide sau codoni adiacenti, formati prin simpla grupare câte trei (vezi 4 B 3 a) Acest tip de mutatii (în engleza frameshift mutations), produc frecvent un codon stop în aval de locul deletiei/insertiei, rezultând o proteina trunchiata Deletiile si insertiile câtorva nucleotide survin cel mai adesea la nivelul unor secvente scurte repetate în tandem, printr-un mecanism de glisare sau derapare replicativa (în engleza slipped strand mispairing), determinat de împerecherea decalata a acestor secvente repetate Asa cum se observa în figura 6 8, secventele repetate din catena nou sintetizata (de ex , CAG CAG ), se pot alinia gresit (gliseaza înainte sau înapoi) fata de secventele repetitive complementare corespunzatoare ale catenei ADN matrita (de ex , GTC GTC ) În functie de directia de glisare se produc în catena nou sintetizata insertii (prin glisarea spre înapoi) sau deletii (prin glisare spre înainte) Acest fenomen de glisare replicativa se produce frecvent în cazul microsatelitilor sau minisatelitilor determinând polimorfismul cunoscut al acestor secvente repetate în tandem de un numar variabil de ori (VNTR) El ar putea fi la originea expansiunii repetitiilor trinucleotidice (vezi sectiunea 1 4) Unele gene implicate în etiologia unor boli (gena CF - pentru CFTR implicat în fibroza chistica; gena FIX - pentru factorul IX implicat în hemofilia B; gena APC - pentru polipomatoza adenomatoasa de colon, s a) poseda în secventa codanta o serie de repetitii în tandem ale unui numar mic de nucleotide (figura 6 9), ce pot fi implicate în fenomenul deraparii replicativ, producând deletia sau insertia unitatii repetitive, fapt ce va genera decalarea cadrului de lectura (o mutatie frameshift) 1 3 REMANIERI GENICE ABERANTE Remanierile genice aberante se realizeaza prin schimburi între secvente de ADN identice sau cvasi-identice, alelice sau nealelice si genereaza deletii si insertii mari, duplicatii, inversiuni si conversii genice Comparativ cu alte tipuri de mutatii descrise mai înainte, remanierile genice sunt mai rar întâlnite în etiopatogenia bolilor genetice dar relativ frecvente în anumite boli De ex , 90% din cazurile de amiotrofii spinale infantile si 60% din cazurile de miopatie Duchenne sunt produse prin deletii genice importante a) Recombinari genice prin recombinare omologa nealelica (inegala sau ectopica) Mecanismul principal al remanierilor genice este recombinarea omologa nealelica (RON)(sau ectopica) între secvente identice sau cvasi-identice situate (în câteva exemplare) în amplasari diferite ale cromosomilor (figura 6 10) Ea se produce de obicei în profaza meiozei I atunci când cei doi cromosomi omologi se împerecheaza gresit (prin secventele lor identice) - RON meiotica (intercromosomica) - sau, mai rar, în mitoza, prin schimb fie între cromosomii omologi, fie între cromatidele surori - RON somatica (intracromosomica sau intracromatidiana) Aceasta recombinare (intermoleculara) poate duce fie la un schimb reciproc (CO) inegal (figura 6 11) prin care se modifica ambele cromatide (deletie sau duplicatie "în oglinda"; inversie), fie la o conversie genica care este un transfer unidirectional de informatie si se modifica numai una dintre cromatide Poate exista si o recombinare intracromatidiana, între secvente omologe situate pe aceeasi cromatida Aceste situatii sunt ilustrate prin mai multe exemple * Regiunea ce cuprinde gena tinta este duplicata în tandem Astfel, genele a1 si a2 ce codifica lanturile de alfa-globina ale hemoglobinei sunt produse printr-o duplicatie recenta; împerecherea gresita a1-a2 (figura 6 12) va genera, prin CO inegal, deletia sau duplicatia unei gene a Aceeasi situatie se întâlneste si pentru gena SMN (de la survival motor neuron), duplicata în regiunea 5q11 2-13 3; prin CO inegal se produce deletia exonilor 7 si/sau 8 a genei, ceea ce genereaza amiotrofia spinala infantila * Conversia genica este produsa prin schimburi nereciproce (unidirectionale), de marime variabila (de la cîteva pb la cîteva kb) între gene vecine, foarte asemanatoare dar neidentice Ele se pot împerechea gresit si atunci una din gene - donor (desori o pseudogena, inactivata prin mutatii) - ramâne neschimbata iar cealalta - acceptor - este modificata primind o parte din secventele donorului (figura 6 13) Exemplul cel mai tipic priveste genele codante pentru 21-hidroxilaza, CYP21A si CYP21B, situate pe bratul scurt al cromosomului 6 în regiune HLA (vezi figura 3 3 c); numai gena CYP21B este functionala, cealalta gena - CYP21A - este o pseudogena care a acumulat numeroase mutatii inactivatoare Circa 75% din cazurile de hiperplazie congenitala de suprarenala prin deficienta de 21-hidroxilaza sunt consecinta mutatiilor ce apar în gena CYP21B ca urmare a conversiei genice între pseudogena CYP21A si gena functionala CYP21B; restul cazurilor sunt produse prin deletia genei CYP21B prin CO inegal (figura 6 14) Mecanismul de conversie genica pare implicat în generarea polimorfismului extrem al genelor complexului HLA * Regiunea ce cuprinde gena tinta este flancata/ încadrata de secvente repetitive scurte, identice, care prin împerechere gresita si CO inegal vor genera deletia sau duplicatia genei (figura 6 15) De ex , gena pentru proteina mielinei, PMP22, se afla într-o regiune de 1,5Mb flancata de secvente identice de circa 30Kb (vezi figura 5 18 si capitolul 5 C 1 3) Dupa CO inegal se produce duplicatia si deletia genei PMP22 care va genera doua neuropatii ereditare diferite: boala Charcot-Marie-Tooth 1A si, respectiv neuropatia ereditara cu pareze induse de presiune (HNPP) * Repetitiile dispersate nealelice (de tip Alu) predispun la aliniere gresita, CO inegal si producerea de deletii/duplicatii; acest mecanism a fost identificat în gena receptorului pentru LDL, gena NF1, gena factorului IX al coagularii si altele * Pe acelasi cromosom, în interiorul sau vecinatatea genei tinta se gasesc secvente identice; prin recombinare intracromosomica (deci intramoleculara) între doua copii se poate produce deletie sau inversii a unei mari parti din gena De ex , în intronul 22 al genei pentru factorul VIII al coagularii (Xp28) se afla o mica secventa nucleotidica care se mai gaseste repetata, dar cu orientare opusa, de cel putin doua ori la extremitatea telomerica a genei (figura 6 16); prin recombinare între secventa intronica si una din secventele omologe se produce o inversie a primilor 22 de exoni ai genei FVIII; aceasta mutatie recurenta produce circa 50% din cazurile severe de hemofilie A Acelasi fenomen se întâlneste în boala Hunter, o mucopolizaharidoza legata de X Toate cazurile descrise mai sus fac parte din bolile genomice care sunt produse prin recombinarea omologa nealelica între regiuni specifice din genom, cu duplicatii sau cu un numar mic de repetitii identice sau foarte asemanatoare Aceasta pare sa fie un mecanism frecvent (10-4) si important de producere a unui nou tip de boli, numit boli genomice (Lupski, 1998) (vezi Caseta 6 3); ele sunt determinate de "arhitectura" specifica a genomului uman si prin aceasta se deosebesc de bolile monogenice conventionale, produse prin mutatii specifice într-o gena (de obicei consecinta unor erori de replicare si/sau reparare) In functie de marimea segmentului genomic implicat si de numarul de gene localizate în segmentul remaniat - deletia si/sau duplicatia rezultata prin recombinare aberanta (intercromosomica, intracromosomica sau intracromatidiana; (figura 6 17)- poate produce: o boala mendeliana (tabelul 6 1), un sindrom al genelor contigue sau o aberatie cromosomica a unui brat întreg Tabelul 6 1 Bolile genomice Mendeleene (adaptat dupa Stankiewicz si Lupski, 2002) Boala Cod OMIM Mod de trans-mitere Pozitie cromo-somica Gena Tip de rearanja-ment Sindrom Bartter tip III 601 678 AD 1p36 CLCNKA/B deletie Boala Gaucher 230 800 AR 1q21 GBA deletie Nefronoftizie juvenila familiala 256 100 AR 2q13 NPHP1 deletie Distrofie musculara facio-scapulo-humerala 158 900 AD 4q35 FRG1? deletie Atrofia musculara spinala 253 300 AR 5q13 2 SMN inversie/ duplicatie Hiperplazia corticosuprarenala congenitala tip III (prin deficit de 21 hidroxilaza) 201 910 AR 6q21 3 CYP21 deletie Aldosteronism cu raspuns la tratament cu glucocorticoizi (GRA) 103 900 AD 8q21 CYP11B1/2 duplicatie ?-talasemie 141 900 AR 11p15 5 ?-globina deletie ?-talasemie 141 800 AR 16p13 3 ?-globina deletie Boala polichistica renala tip 1 (ADPKD) 601 313 AD 16p13 3 PKD1 Boala Charcot-Marie-Tooth (CMTA1) 118 220 AD 17p12 PMP22 duplicatie Neuropatia ereditara cu sensibilitate la pareze presionale (HNPP) 162 500 AD 17p12 PMP22 deletie Neurofibromatoza tip 1 (NF1) 162 200 AD 17q11 2 NF1 deletie Nanism hipofizar 262 400 AR 17q23 3 GH1 deletie Deficit farmacogenetic al CYP2D6 124 030 AR 22q13 1 CYP2D6 deletie/ duplicatie Ihtioza 308 100 LX Xp22 32 STS deletie Dicromatopsie pentru vederea colorata rosu/verde 303 800 LX Xq28 RCP si GCP deletie Incontinentia pigmenti 308 300 LX Xq28 NEMO deletie Hemofilia 306 700 LX Xq28 F8 inversie Distrofia musculara Emery-Dreifuss (EMD) 310 300 LX Xq28 Emerina si FLN1 deletie/ duplicatie/ inversie Sindromul Hunter (mucopolizaharidoza tip III) 309 900 LX Xq28 IDS inversie/ deletie b) Remanieri genice prin recombinare neomologa sau nelegitima Remanierile genice se pot produce si prin evenimente de recombinare neomologa sau nelegitima între secvente care nu prezinta sau au o foarte mica omologie de secventa Este cazul celor mai multe deletii ale genei ce codifica distrofina Nu se cunosc precis mecanismele moleculare ale recombinarii nelegitime Se crede ca anumite elemente din structura genelor ar putea fi "puncte fierbinti" pentru aceste recombinari: secventele alternante de purine-pirimidine, regiunile MAR (de la matrix-associated region) bogate în nucleotide A/T, situsurile de clivare ale topoisomerazelor, secventele în palindrom etc CASETA 6 3 Boli genomice Bolile genomice sunt afectiuni care rezulta prin rearanjarea ADN din genomul uman, datorita recombinarii dintre regiuni distincte omologe dar nealele ("paraloge") (Lubski, 1998); aceste rearanjamente determina pierderea sau duplicatia unei gene (sau unor gene) Bolile genomice sunt deci consecinta arhitecturii speciale a unor regiuni din cromosom (sau cromosomi) spre deosebire de bolile monogenice conventionale, produse prin mutatii specifice într-o gena (datorita erorilor de replicare si/sau reparare) Rearanjarile se produc prin recombinare omologa nealelica între regiuni specifice, de ~10-400 Kb, cu secvente identice sau asemanatoare Acestea sunt frecvent duplicatii segmentare ("dupliconi") sau secvente cu un numar mic de repetitii identice, localizate preferential în anumite segmente ale cromosomilor, frecvent la centromer sau telomere (estimari recente arata ca ~5-10% din genomul uman este duplicat) Datorita omologiei lor, secventele respective se împerecheaza gresit si determina prin recombinare omologa meiotica (intercromosomica) sau mitotica (intracromosomica: schimb între cromatidele surori sau intracromatidiana) (figura 6 10) rearanjari cromosomice sau cromatidiene (deletii, duplicatii, inversii, disruptii genice) Recombinarea omologa nealelica mediata de secvente repetitive mici este un fenomen frecvent (10-4) si un mecanism major de producere a bolilor genetice În functie de marimea segmentului implicat (figura 6 17) si de numarul de gene localizate în segmentul remaniat se pot produce: boli mendeliene (numeroase cazuri de: neurofibromatoza 1, nefronoftizia juvenila familiala, incontinentia pigmenti s a ) (tabelul 6 1); sindroame cu microdeletii (sdr Williams, sdr DiGeorge/Velocardiofacial etc); aberatii cromosomice mari (inversii, isocromosomi X de brat lung , cromosomi supranumerari bisatelitici etc) Folosirea unor metode noi de analiza (hibridizarea genomica comparativa - CGH - de înalta rezolutie, microcipuri cu BAC de genom uman) va duce probabil la descoperirea unor noi boli prin rearnjamente genomice submicroscopice 1 4 EXPANSIUNEA INSTABILA A REPETITIILOR TRINUCLEOTIDICE Dupa anul 1991 s-au descoperit peste 10 boli genetice produse prin mutatii instabile sau dinamice ale unor repetitii trinucleotidice153; trei dintre acestea sunt relativ frecvente: retardul mintal cu X fragil (FRAXA), distrofia miotonica (sau boala Steinert) si boala (coreea) Huntington (tabel 6 2) Aceste afectiuni se caracterizeaza prin expansiunea instabila a unui segment de ADN ce contine o repetitie de trei nucleotide (CAG, CTG, CGG sau GAA), dispuse în tandem (deci adiacente); aceste repetitii se pot gasi în exoni, la capetele 5' sau 3' ale genei, sau în introni Pe masura ce gena trece de la o generatie la alta, numarul de repetitii trinucleotidice creste progresiv, sufera o expansiune, si când depaseste un anumit prag critic produce anomalii în expresia genei sau functia proteinei codificata de gena Tabelul 6 2 Exemple reprezentative de boli prin repetitii trinucleotidice BOALA LOCALIZAREA GENEI MOD DE TRANSMISIE REPETITIE LOCALIZAREA REPETITIEI NUMAR DE REPETITII EFECT PARENTAL Alela normala Pre-mutatie Mutatie completa Sindromul X fragil (FRAXA) (1:4000) Xq27 3 DLX (anticipatie) CGG 5'UT 200 matern Distrofia miotonica (1:8000) 19q13 3 AD (anticipatie) CTG 3'UT 80 matern Ataxia Friedreich (1:50 000) 9q13 AR GAA Intron 1 100 matern Boala Huntington (1:12 000) 4p16 3 AD (anticipatie) CAG Regiune codanta 35 patern Identificarea acestui mecanism mutational nou a fost o surpriza deoarece: * se deosebeste fundamental de restul mutatiilor, permanente si stabile care, o data produse, acestea se transmit nemodificate în succesiunea generatiilor si sunt prezente la toti bolnavii dintr-o familie; * initial se credea ca acest tip de mutatii dinamice nu se gasesc decât la om; ulterior au fost identificate si la alte specii, dar mult mai rar; Genomul uman contine numeroase secvente repetitive care ocupa pozitii cromosomiale fixe (loci) si a caror complexitate variaza de la gene integrale (de ex , genele pentru ARN ribosomal) la tracturi formate prin repetarea unuia sau câtorva nucleotide (microsateliti) Printre cele mai simple si mai frecvente sunt repetitiile unor mononucleotide SNP (de la single nucleotid polimorfism), repetitiile dinucleotidelor AC, repetitiile unor trinucleotide sau, mai rar, a unor secvente mai lungi - repetate succesiv, în tandem Functiile repetitiilor simple sunt înca neelucidate dar foarte probabil ele nu sunt "inerte" functional; Numarul de repetitii variaza de la un individ la altul, ceea ce face ca secventa respectiva sa fie polimorfica în populatie Aceste secvente repetate sunt în general stabile, fiind transmise identic la generatiile urmatoare si putând servi atunci ca marker genetic - În unele cazuri, o repetitie trinucleotidica moderat amplificata (probabil prin CO inegal) poate produce boala dar repetitia este perfect stabila si se transmite fara modificari de marime în mai multe generatii; de ex o expansiune trinucleotidica stabila în gena HOXD13 produce o polisindactilie - În alte cazuri, numarul de repetitii trinucleotidice al secventei poate sa creasca în succesiunea generatiilor, realizând o expansiune progresiva sau brutala a secventei repetate, care este numita instabila În aceste cazuri, daca secventa se gaseste în interiorul sau vecinatatea unei gene, se produce o alterare a expresiei genei ce contine secventa si deci o stare de boala - În afara expansiunii repetitiilor trinucleotidice instabile exista foarte probabil si expansiuni ale altor tipuri de repetitii Astfel, o expansiune a unei repetitii de 12 nucleotide în gena cistatin B produce epilepsia mioclonica progresiva La bolile prin repetitii trinucleotidice ne vom referi în detaliu în capitolul 11 D dar aici vom preciza ca modul lor de transmitere prezinta doua caracteristici neobisnuite: exista o crestere a riscului de aparitie a bolii sau a severitatii si precocitatii manifestarilor clinice în succesiunea generatiilor (anticipatie); formele cele mai severe se transmit de preferinta printr-unul din parinti ("efect parental") Expansiunea instabila a repetitiilor trinucleotidice este un mecanism nou si neasteptat, care ridica în discutie trei întrebari majore: * cum se produce boala prin aceste expansiuni? * care este mecansimul instabilitatii si expansiunii? * cum au aparut aceste mutatii în populatiile umane si, mai ales, cum au putut sa se mentina la un nivel atât de ridicat? a Mecanismul de producere a bolii prin expansiuni trinucleotidice Caracteristica definitorie a mutatiilor dinamice o constituie instabilitatea lor, exprimata cel mai adesea prin cresterea numarului de copii trinucleotidice154 Instabilitatea devine manifesta cu ocazia diviziunilor pe care le realizeaza celula purtatoare, fie în timpul transmiterii de la parinti la descendenti (instabilitate intergenerationala sau "instabilitate meiotica"), fie prin mitoza, producând variatii de marime în tesuturile unui individ afectat (mozaicism somatic sau "instabilitate mitotica") Instabilitatea se exprima clinic sub forma de boala când este depasit un anumit prag critic de repetari Sub pragul critic variatiile numarului de repetitii trinucleotidice genereaza polimorfisme ADN benigne O noua traversare a meiozei, de aceasta data în gonadele bolnavilor, se soldeaza - cel mai frecvent - cu expansiuni aditionale care, în generatia urmatoare, vor imprima o simptomatologie mai severa si vor precipita debutul clinic, la o vârsta mai precoce Acest fenomen, denumit anticipatie, caracterizeaza aproape toate bolile prin repetitii trinucleotidice descrise pâna în prezent, dar se manifesta si în alte afectiuni cu mecanism patogenic neclar Intensitatea de manifestare a bolii la descendenti este proportionala cu dimensiunile secventei amplificate si depinde uneori de sexul parintelui prin care se face transmiterea: în sindromul X fragil si distrofia miotonica boala este mai grava daca transmiterea se face de catre mama, în timp ce în boala Huntington gravitatea formei clinice este mai mare când boala este transmisa de catre tata Mecanismul acestui "efect parental" este necunoscut Genele ce contin expansiuni trinucleotidice instabile se împart în doua clase majore: (1) Gene care prezinta expansiuni foarte mari ale unor repetitii (CGG, CCG, CTG, GAA), localizate în secventele necodante ale genei - în promotor, regiunile 5' si 3' transcrise dar netranslate sau în introni (tabelul 6 2, primele trei exemple) Expansiunea lor masiva blocheaza transcriptia genei si produce pierdera functiei genei Alelele normale si stabile au de obicei 5-50 repetitii; alelele cu marime intermediara - între 25-200 repetitii - sunt nepatogene (atentie: pragul critic este destul de mare) dar foarte instabile Cresterea treptata a numarului de repetitii accentueaza instabilitatea si realizeaza, în apropierea pragului critic, o premutatie Purtatorii de premutatii sunt fenotipic normali dar vor avea descendenti afectati deoarece în celulele lor germinale se produce o expansiune brusca a premutatiei care, prin depasirea pragului critic de repetitii, devine mutatie completa (2) Gene ce prezinta o expansiune moderata a tripletului CAG (ce codifica glutamina) în secventele codante (tabelul 6 2, exemplul patru); aceasta expansiune nu modifica transcriptia si translatia dar altereaza structura si functia proteinei codificate (generând o secventa poliglutaminica anormala) Alelele normale si stabile au 10-30 repetitii, ele devin (ocazional) patogene la un prag critic foarte îngust155 si determina o alterare specifica a anumitor neuroni156 Cu cât repetitia este mai mare cu atât boala debuteaza la o vârsta mai precoce Acest mod de actiune - dupa cum se vede diferit de primul grup - ramâne enigmatic Prezenta unui mecanism unic de mutatie (sau predominant) face ca identificarea mutatiei prin analiza ADN sa fie cel mai bun mijloc de diagnostic exact a fiecareia dintre bolile prin expansiunea repetitiilor trinucleotidice b Mecanismul expansiunii repetitiilor trinucleotidice Mecanismul expansiunii nu se cunoaste exact dar probabil este identic la toate tipurile de repetitii trinucleotidice Cel mai probabil expansiunea se produce prin fenomenul de glisare sau derapare replicativa (descris mai sus; figura 6 8), determinat de alinierea gresita si împerecherea decalata a repetitiilor trinucleotidice O dovada: repetitiile "întrerupte" prin introducerea unui triplet diferit (de ex , CAT în repetitia CAG) sunt stabile comparativ cu repetitiile "omogene" S-a sugerat ca regiunile cu repetitii trinucleotidice pot forma, dincolo de un anumit prag de lungime, structuri spatiale anormale ale ADN (în "ac de par" sau "triplu helix") care perturba replicarea si favorizeaza derapajul replicativ Exista o serie de dovezi care sustin rolul fragmentelor Okazaki în expansiunea repetitiilor trinucleotidice Unele repetitii trinucleotidice (precum CCG în sindromul X fragil sau CAG în distrofia miotonica) prezinta o distributie bimodala a instabilitatii, cu o granita între modificarile minore si cele majore ale numarului repetitiilor trinucleotidice care este aproximativ egala cu dimensiunea unui fragment Okazaki De asemeni, structurile secundare CAG/CTG si repetitiile CGG pot inhiba activitatea endonucleazei FEN1 implicata în procesarea fragmentelor Okazaki Drojdiile mutante pentru Rad27 (echivalentul FEN1) prezinta tendinta spre instabilitatea numarului secventelor repetitive Mecanismul de glisare replicativa ar trebui sa produca si contractii - prin deletii - alaturi de expansiuni (vezi figura 6 8) dar acest fenomen este rar si deloc instabil; nu se stie înca de ce se produc cu predilectie mai ales expansiuni De asemenea nu se stie daca modificarile repetitiilor trinucleotidice la transmiterea intergeneratii se produc în gametogeneza, la fecundarea sau în primele diviziuni din embriogeneza În sfârsit, trebuie spus ca glisarea replicativa a fost implicata si în fenoemnul de instabilitate a microsatelitilor din anumite cancere dar bolile prin repetitii trinucleotidice nu se asociaza cu un defect din repararea ADN si nici cu o incidenta crescuta a neoplaziilor Exista si date care contrazic rolul replicarii ADN în expansiunea repetitiilor trinucleotidice Astfel, au fost identificate modele animale pentru boala Huntington la care se constata o crestere marcata a numarului repetitiilor CAG la nivelul neuronilor din striatum Acesti neuroni nu mai sufera diviziuni celulare, ceea ce arata ca expansiunea repetitiilor trinucleotidice a aparut independent de replicare c Originea mutatiilor prin expansiunea repetitiilor trinucleotidice Se pune firesc întrebarea: cum s-au putut mentine la un nivel de frecventa populationala ridicat doua dintre bolile prin repetitii trinucleotidice - sindromul X fragil (transmitere legata de X) si distrofia miotonica (DM) (transmitere autosomal dominanta) - care reduc firesc eficacitatea reproductiva (fitness)? Un raspuns "imediat" ar fi: o productie foarte mare de mutatii noi Dar, neasteptat, s-a descoperit ca în cele doua boli exista un dezechilibru de înlantuire157 între markeri polimorfici apropiati de gena, sugerând astfel un efect de fondator! Analiza locusului DM releva ca 10% din populatie are o alela normala lunga (cu 20-30 CTG) ce constituie rezervorul mutatiilor recurente, evoluând în mai multe generatii spre "lungimea patologica" Aceste alele lungi normale au aparut printr-un eveniment ancestral unic, fapt ce explica dezechilibrul de înlantuire observat pentru alelele patologice Date asemanatoare se cunosc si despre coreea Huntington: alelele patologice provin de la un tata sanatos, purtator al unei alele lungi normale (30-35 repetitii) 1 5 MECANISME RARE * Genomul uman contine un numar mare de secvente repetate dispersate, în special secvente scurte (300 pb) de tip Alu, din familia SINE, sau secvente mai lungi (3-7 kb) din familia LINE, derivate din retrotransposoni (vezi capitolul 2 C 2 2) Unele secvente pot fi active si sunt capabile de transpozitie prin ARN intermediar, inserându-se aleatoriu în genom; daca insertia se face în exoni, atunci se întrerupe secventa ce codifica o proteina; daca insertia se face în introni poate fi afectata matisarea lor Astfel, s-au descris cazuri de hemofilie A, distrofie musculara Duchenne, polipoza de colon produse prin insertia unei repetitii LINE 1 sau de neurofibromatoza 1 cauzate de insertia unui element transpozabil activ Alu Mecanismul de mutageneza insertionala pare, din fericire, putin activ la om * Rearanjarile cromosomice, de tipul translocatiilor reciproce echilibrate, care au punctul de ruptura în interiorul unei gene, pot produce inactivarea ei Acest mecanism este foarte rar dar important pentru localizarea foarte precisa si apoi clonarea genei implicate 2 CONSECINTELE GENOTIPICE SI FENOTIPICE ALE MUTATIILOR GENICE Consecintele mutatiilor genice asupra genotipului si expresiei sale fenotipice sunt complexe si dependente de factori multipli Analiza este dificila, datorita volumului mare de informatii, iar prezentarea lor nu poate fi decât sintetica si schematica 2 1 MUTATII ÎN GENOMUL NUCLEAR SI MITOCONDRIAL Cele mai multe mutatii genice afecteaza genomul nuclear si, din acesta, ADN extragenic, care reprezinta imensa majoritate a genomului Se produce astfel un foarte amplu polimorfism al ADN, care însa nu are consecinte fenotipice În felul acesta marea majoritate a mutatiilor nu au consecinte asupra individului si se poate spune ca "solutia imensitatii ADN extragenic, necodant" este benefica pentru evolutie Din fericire, aceasta nu este unica "solutie de protectie" din natura: sa ne amintim de existenta ADN necodant din structura genelor, precum si de mutatiile sinonime ("silentioase") sau de cele conservative (vezi sectiunea B 1 1) Practic, numai anumite alterari în structura si expresia genica vor fi implicate în producerea unor boli, dar despre acestea vom discuta în sectiunea urmatoare Genomul mitocondrial reprezinta doar circa 1/200 000 din marimea genomului nuclear ADNmt se gaseste în mii de copii în fiecarea celula somatica; daca se produce o mutatie într-o singura molecula de ADNmt se poate presupune ca sansa "fixarii" ei va fi foarte mica si deci rata mutatiilor mitocondriale cu efect patogen va fi foarte joasa Totusi, frecventa bolilor mitocondriale este suficient de mare pentru a considera genomul mitocondrial ca o tinta preferata ("un punct fierbinte") a mutatiilor Acest paradox se poate explica prin: * procentajul foarte mare al regiunilor codante din ADNmt (93% vs 3% în genomul nuclear); * rata foarte înalta a mutatiilor la nivelul ADNmt, supus unui "bombardament" continuu de catre speciile reactive de oxigen (produse de catena respiratorie din mitocondrii) si neprotejat de catre histone; ADNmt sufera mai multe runde de replicare decât ADN cromosomic iar sistemele de reparare a leziunilor ADNmt sunt reduse si putin eficace; * rata foarte mare de fixare a mutatiilor în ADNmt Deci rata mutatiilor în ADNmt este foarte mare datorita combinatiei dintre instabilitatea crescuta a ADNmt si rata înalta de fixare a mutatiilor 2 2 CONSECINTELE MUTATIILOR ASUPRA INFORMATIEI SI EXPRESIEI GENICE Consecintele genotipice ale mutatiilor genice depind în principal de tipul si localizarea mutatiilor în structura genei a) Efectul tipului de mutatie Efectul tipului de mutatie - microleziuni (substitutii, deletii si insertii nucleotidice mici) sau macroleziuni / remanieri genice (deletii, duplicatii, insertii, inversii etc) - asupra informatiei genice a fost discutat în sectiunea anterioara Fara a reveni, vom reaminti ca substitutiile se produc cel mai frecvent în secventele codante determinând, prin mutatii nesinonime, modificari ale secventei de aminoacizi ale proteinelor iar deletiile si insertiile mici (non-multiplu de trei) produc decalarea cadrului de lectura si o proteina complet anormala Remanierile genice importante determina o perturbare a expresiei genice afectând transcriptia, procesarea ARNm, translatia sau stabilitatea proteinelor b) Efectul localizarii intragenice a mutatiei Orice componenta din structura genei (vezi 3 B 1) poate fi afectata de mutatii (figura 6 6) În functie de localizarea intragenica vom deosebi trei categorii principale de mutatii: * mutatii în regiunile codante - determina sinteza unei proteine cu o structura anormala a carei functie va fi de obicei redusa sau abolita, mai rar crescuta sau modificata, diferita de functia initiala; * mutatii care afecteaza matisarea ARNm precursor sau stabilitatea ARNm matur - produc, în functie de mecanism, fie o proteina anormala, fie o modificare a cantitatii de proteina normala sintetizata; * mutatii care afecteaza dozajul genic (deletii, duplicatii) sau reglarea procesului de transcriptie - determina scaderea sau cresterea sintezei proteice, mai rar o expresie inadecvata ca timp si spatiu În esenta, mutatiile - în diferite regiuni din structura genei - produc fie o modificare a structurii proteinei, fie o perturbare a diferitelor etape ale expresiei genice (la nivelul transcriptiei, procesarii si maturarii ARNm precursor, al translatiei sau stabilitatii proteinei) (1) Transcriptia Mutatiile pot afecta transcriptia alterând elemente diferite necesare reglarii acestui proces * Secventele regiunii promotor (de ex a genei codante pentru ß-globina) pot fi modificate de mutatii diverse care vor altera legarea factorilor de transcriptie; în acest context vom sublinia ca exista si mutatii ale genelor ce codifica factori de transcriptie, deseori letale sau producând anomalii de dezvoltare; * Secventele 5'UTR sau 3'UTR, transcrise dar netranslate, din primul si ultimul exon al genei, pot suferi mutatii ce modifica rata sintezei proteice Au fost descrise mutatii ale secventei 5'UTR în gena pentru factorul IX ce produce hemofilia B Leyden si în gena FMR1 care determina sindromul X-fragil sau ale secventei 3'UTR în gena DM ce produce boala Steinert (2) Maturarea ARN premesager în ARNm Mutatiile pot afecta matisarea si poliadenilarea ARNm precursor (vezi capitolul 4 B 2 b) * Alterarea (prin substitutie) a situsurilor de decupare a intronilor158 - situsul donor (5'-GT) sau acceptor (AG-3') - face ca excizia sa se produca la urmatorul exon si astfel se va încorpora în ARNm matur o parte sau întregul intron sau va lipsi un exon159 (în functie de situsul afectat) Ambele situatii au consecinte importante asupra expresiei genei (ARNm instabil; polipeptid nefunctional) * Activarea, prin mutatie, a unui situs criptic de decupare (dintr-un exon sau intron) va antrena o competitie cu situsurile normale în cursul procesului de maturare a ARNm; aceste mutatii pot produce o proteina trunchiata cu activitate functionala nula sau foarte redusa (în functie de exonul afectat) sau vor bloca transcriptia (când se produc în introni) (3) Translatia ARNm în proteina * Mutatiile codonului initiator, mutatiile cu decalarea cadrului de lectura (frameshift) sau mutatiile non-sens determina de regula absenta formarii proteinei codificata de gena ce a fost modificata sau producerea unei proteine trunchiate * Mutatiile cu sens gresit modifica semnificatia unui codon si consecintele lor sunt variabile dupa natura schimbarii si amplasarea în proteina a aminoacidului modificat Mutatiile nesinonime pot afecta stabilitatea proteinei, localizarea intracelulara, maturarea proteinei, asamblarea ei în structuri multimerice, interactiunile cu liganzii sau alte proteine, situsul functional pentru activitatea enzimatica etc) Mutatiile sinonime (sau neutre) sunt însa fara efect (exceptând situatiile de activare a unui situs criptic de matisare) * Mutatiile în codonul terminator vor duce la încorporarea aditionala de aminoacizi în proteina, care va deveni instabila 2 3 EFECTUL FENOTIPIC AL MUTATIILOR PATOGENE Alterând functia unei proteine, mutatiile pot avea consecinte patologice majore, fiind astazi unanim recunoscute ca o cauza importanta de boala sau predispozitie la îmbolnavire Efectul fenotipic al mutatiilor patogene depinde de mai multi factori: * efectul mutatiilor asupra functiei proteinei; în esenta este vorba de pierderea si câstigul de functie, dar aceste aspecte sunt mai complexe si vor fi nuantate si detaliate mai jos; * tipul si functia proteinei: enzima, proteina structurala, receptor membranar, canal ionic etc; * gradul în care fenotipul anormal va fi exprimat la heterozigoti; în bolile recesive prezenta unei alele normale la heterozigotii N/a poate fi suficienta pentru mentinerea unei stari normale; în unele boli dominante heterozigotii A/n au un fenotip mai putin modificat comparativ cu homozigotii A/A; * gradul în care expresia genei mutante va fi influentata de alte gene modificatoare care genereaza un fond genetic diferit la persoane diferite; * natura celulelor (germinale sau somatice) si proportia de celule (în mozaicurile somatice) care au gena mutanta; mutatiile mostenite de la parinti, prin gameti, sunt prezente în toate celulele unui individ; mutatiile somatice vor avea efecte dependente de momentul ontogenetic în care se produc si, în consecinta, de proportia celulelor ce formeaza clona anormala; * originea parentala a mutatiilor, în cazul genelor cu amprentare parentala Asupra unora din acesti factori, ce influenteaza în esenta ereditatea monogenica, ne-am referit în capitolul anterior si vom reveni cu detalii si exemple în capitolul 11 A Consideram totusi utile pentru întelegerea efectelor mutatiilor câteva precizari sintetice despre efectul mutatiilor asupra functiei proteinei Mutatiile patogene, cauzatoare de boala, pot avea - în functie de tipul si mecanismul de actiune - patru tipuri de efecte asupra functiei proteinei codificata de gena care a suferit mutatia (1) Pierderea functiei Numeroase tipuri de mutatii pot produce o pierdere totala sau partiala a activitatii normale a genei si deci a expresiei proteinei Aceste mutatii sunt la originea majoritatii bolilor cu transmitere recesiva, care se manifesta la homozigoti sau heterozigoti compusi (ambele gene alele sunt modificate); ele se pot gasi si în unele boli cu transmitere dominanta prin haploinsuficienta, cum ar fi hipercolesterolemia familiala, în care formele heterozigote sunt mult mai putin severe decât cele homozigote; totusi pierdera a 50% din activitatea genei este suficienta pentru producerea bolii (2) Câstigul de functie Mutatiile asociate cu un câstig de functie a proteinei sunt mult mai rare; ele pot actiona fie prin cresterea nivelului de expresie a proteinei (de exemplu, prin cresterea dozajului genic), fie prin cresterea abilitatii proteinei de a-si efectua functia normala proteinei (de exemplu, activarea permanenta a unui receptor, în absenta ligandului) (3) Achizitia unor proprietati noi de catre proteina mutanta, prin mecanisme diverse: - modificarea proprietatilor structurale ale proteinei ce tinde sa polimerizeze sau sa se agrege (mutatii ale genei ß-globinei în sicklemie sau mutatii ale genelor asociate cu amiloidoza); - achizitia unei functii noi (varianta a1-antitripsina Pittsburg nu mai actioneaza ca o anti-elastaza ci ca un puternic inhibitor al factorilor de coagulare); - productia unei proteine toxice (gena ce codifica precursorul peptidului pentru ß-amiloid si produce forme precoce de boala Alzheimer); - participarea polipeptidului mutant la formarea unor complexe multimerice, alaturi de proteine normale, face ca întregul complex sa fie anormal sau nefunctional; acest efect a fost numit "dominant negativ" (de exemplu, genele COL1A1 sau COL1A2 ale colagenului) (4) Expresia inadecvata a genei fie ca timp (expresie heterocronica), fie ca loc (expresie ectopica), fie ambele În aceasta categorie se încadreaza persistenta ereditara a hemoglobinei fetale sau expresia inadecvata a oncogenelor, în celule în care aceste gene nu sunt normal exprimate 2 4 CORELATII DINTRE GENOTIP SI FENOTIP Studiul mutatiilor patogenice, cauzatoare de boala, a dus la o mai buna întelegere a relatiilor dintre genotip si fenotip în bolile genetice Desigur, relatia clasica "o gena ? un caracter (boala)" ce sta la baza ereditatii monogenice ramâne valabila pentru multe boli dar aceasta nu este singura corelatie posibila între genotip si fenotip Cu riscul de a reveni asupra unor aspecte discutate, dar pentru a asigura o întelegere completa a problemei, vom preciza aceste posibile corelatii O gena ? o boala Multe afectiuni monogenice sunt produse de mutatia unei anumite gene Totul pare simplu si clar În realitate, posibilitatile actuale de analiza a genei si, implicit, de identificare a mutatiilor au aratat ca lucrurile nu sunt simple iar problema corelatiei genotip-fenotip este destul de complexa În unele boli (sicklemie, acondroplazie, boala Huntington, s a) mutatia este unica, deoarece produce maladia printr-o modificare functionala foarte precisa a proteinei sau a expresiei genei În alte afectiuni o anumita mutatie este preponderenta, datorita unui "punct fierbinte" din structura genei ce determina recurenta mutatiei (inversia în hemofilia A, deletia în amiotrofia spinala, expansiunea trinucleotidica în sindromul X-fragil etc) În numeroasele boli produse prin pierderea functiei unei proteine heterogenitatea mutatiilor din gena este aproape regula (de exemplu, mai mult de 130 de mutatii în ß-talasemie si peste 600 în fibroza chistica) Spectrul mutatiilor reflecta sensibilitatea genei la diferite mecanisme mutationale iar corelatia dintre anumite mutatii si anumite manifestari clinice ramâne a fi definita în viitor O gena ? mai multe boli Exista numeroase exemple care demonstraeza ca mutatii produse într-o singura gena determina boli distincte, diferite Dupa un studiu a lui Pearson (1996) pe 750 de gene indexate în OMIM, 100 produceau prin mutatii mai multe boli (2-7) diferite (în total 248) Citam cîteva exemple: * mutatiile genei pentru beta-globina (pe cromosomul 11pter) produc sicklemia (AR), ß-talasemia (AR), methemoglobinopatia (AD) si o hemoglobina instabila (AD); * mutatii în gena RET (11q12) (ce codifica un receptor tirozinkinazic, implicat în migrarea celulelor din creasta neurala) produc boala Hirschprung si trei forme de cancer ereditar al glandelor tiroida si suprarenala (neoplaziile endocrine multiple MEN2A si MEN2B precum si cancer medular tiroidian); un al treilea grup de mutatii în gena RET produc ambele boli la acelasi individ; * gena LICAM (pe cromosomul Xq28) prezinta mutatii în hidrocefalia prin stenoza apeductului Sylvius, sindromul MASA (mental retardation, aphasia, shuffing gait, adducted thumbs = retard mintal, afazie, mers "târsâit" - spastic si adductia policelor) si paraplegia spastica 1; * gena COL1A2 este implicata în patru forme diferite clinic de osteogenesis imperfecta si sindromul Ehlers-Danlos tipul VII B; * mutatiile genei FGFR2 (receptorul factorului de crestere fibroblastica 2) produc trei sindroame diferite cu craniostenoza, numite Crouzon, Pfeiffer si Jackson-Wiess Mai multe gene ? o boala Este vorba de heterogenitatea nonalelica, de locus, în care mutatii în gene diferite se manifesta fenotipic identic sau foarte asemanator; în capitolul 4 A 5 si tabelul 4 1 am discutat mai multe exemple, precum si importanta practica a acestui fenomen relativ frecvent Vom mai adauga un exemplu ilustrativ: boala Hirschprung ("megacolonul congenital") - caracterizata prin dezvoltare insuficienta a ganglionilor colonici, care produce secundar hipomotilitatea si distensia colonului, constipatie severa cronica - se poate prezenta fie ca o forma izolata, fie ca o componenta a unor sindroame plurimalformative (sindromul Down, sindromul Waardenburg) Formele izolate au fost considerate mult timp ca fiind un exemplu de ereditate multifactoriala Studii recente au aratat ca cel putin jumatate din cazurile familiale si 20% din cazurile sporadice de boala Hirschprung sunt determinate de o mutatie într-una din urmatoarele cinci gene diferite: gena RET ("Rearranged during Transfection), care codifica un receptor pentru tirozin-kinaze, ligandul sau GDNF, gena pentru receptorul B al endotelinelor (EDNRB), gena pentru endotelina 3 (EDN3) si gena pentru enzima de conversie a endotelinei (ECE1) Vom mai adauga faptul ca în sindromul Waardenburg (pete hipopigmentate ale pielii sau mesa alba frontala, surditate neurosensoriala, megacolon congenital) intervine o gena ce codifica factorul de transcriptie SOX10 Ereditatea digenica: doua gene pentru un fenotip Boala apare prin mutatii concomitente în doua gene nealele; de exemplu, o forma de retinita pigmentara este produsa numai daca se produc concomitent mutatii în gena RDS (pe cromosomul 6p)si în gena ROM (pe cromosomul 11q) O mutatie ? nu determina totdeauna acelasi fenotip Fenotipul produs de o mutatie poate fi influentat de actiunea altor gene (de exemplu o aceiasi mutatie - C342R - în gena FGFR2 poate produce sindromul Crouzon sau sindromul Pfeiffer) sau de factori de mediu (de exemplu, mutatia în gena PAH poate produce prin deficienta fenilalanin hidroxilazei fenilcetonuria cu retard mintal sever, sau ramâne fara efect daca bolnavii sunt depistati la nastere si primesc o dieta fara fenilalanina) Mutatii în aceeasi gena ? forme dominante sau recesive ale bolii Deficienta în factorul von Willebrand este o tulburare a coagularii sângelui relativ frecventa (vezi capitolul 11 E) Unele mutatii (deletii, nonsens, frameshift) în gena VWF (pe cromosomul 12p) produc o forma de boala cu transmitere recesiv autosomala iar alte mutatii (mai ales substitutii cu sens gresit) determina forme dominante 3 CAUZELE SI FRECVENTA MUTATIILOR GENICE Mutatiile genice se pot produce spontan, natural, cel mai frecvent prin erori accidentale în cursul replicarii, sau pot fi induse de agenti exogeni sau endogeni, numiti mutageni Aceste cauze - spontane sau induse - genereaza multiple si frecvente leziuni ale ADN, care au un potential nociv major asupra informatiei ereditare O clasificare simpla a diverselor tipuri de leziuni ale ADN permite gruparea lor în trei mari categorii: * Alterari ale bazelor purinice sau pirimidinice: dezaminari spontane, metilari, aditii variate, substitutii sau pierderea lor si crearea de situsuri abazice ; * Formarea de punti intra- sau intercatenare (prin agenti intercalanti); * Rupturi simple, monocatenare, si bicatenare Din fericire exista în organism mecanisme de reparare eficace care reduc substantial efectul defavorabil al mutatiilor 3 1 MUTATII SPONTANE Schematic, se pot deosebi doua mecanisme de generare a mutatiilor spontane (1) Cea mai importanta sursa de leziuni ADN o reprezinta însusi procesul de replicare În cursul replicarii semiconservative (vezi 5 A 3 2) fiecare catena a ADN "parental" serveste ca matrita pentru sinteza unei noi catene; acest proces, efectuat de polimeraze, implica recunoasterea unei baze din catena matrita si adaugarea complementara a unui nucleotid la capatul 3' al catenei ce se sintetizeaza ADN polimeraza d catalizeaza împerecherea corecta a A cu T su G cu C, facând rareori erori Si totusi, datorita unui fenomen de tautomerie (ce implica deplasarea unui atom de hidrogen din nucleotid), acestea pot forma structuri alternative care fac ca bazele sa se împerecheze gresit ("mismatch") ADN polimerazele corecteaza în mare masura aceste erori Acestea sunt mai rare în cazul ADN polimerazei delta, principala polimeraza implicata în replicarea ADN, dar relativ frecvente în cazul altor polimeraze Pe ansamblu, erorile care rezulta în urma procesului de replicare au o frecventa de aproximativ 50 000/genom/zi Dar organismul uman poseda alte sisteme de reparare care determina ca rata erorilor de împerechere aparute în cursul unei runde de replicare sa fie extrem de redusa, de circa o încorporare gresita la 109 - 1010 nucleotide (2) Exista leziuni care pot sa apara spontan, în conditii fiziologice, în absenta replicarii De exemplu, hidroliza reziduurilor nucleotidice poate sa conduca la situsuri abazice; aparitia lor poate fi favorizata de temperaturi crescute si acidifierea mediului celular Dezaminarea spontana a citozinei, adeninei, guaninei sau 5-metilcitozinei poate conduce la formarea uracilului, hipoxantinei, xantinei si, respectiv, timinei 3 2 MUTATIILE INDUSE Mutatiile induse sunt determinate de agenti mutageni externi sau interni, fizici sau chimici (1) Factorii de mediu extern precum radiatiile ultraviolete (UV) - componenta a radiatiei solare, radiatiile ionizante si numerosi agenti chimici genotoxici pot cauza diverse alterari în structura ADN (tabelul 6 3) care, lasate nereparate, pot conduce la aparitia mutatiilor Pe primul loc ca frecventa în aceasta categorie se afla radiatiile ultraviolete, ce produc dimeri pirimidinici Din punctul de vedere al consecintelor, fumul de tigara este însa cel mai important agent mutagen exogen, acesta fiind responsabil de producerea mai multor decese prin cancer decât orice alt agent exogen cunoscut Hidrocarburi policiclice se gasesc însa si în produsii de combustie; lor li se adauga agenti alchilanti/metilanti ce polueaza atmosfera, gudroanele de ulei, medicamente antitumorale, diverse minerale sau metale Radiatiile ionizante (X, gama) induc în special rupturi mono- sau bicatenare ale ADN La om, radiatiile ionizante - din surse naturale, profesionale, medicale sau accidentale - au probabil consecinte genetice mici (caseta 6 4) (datorita eficacitatii mecanismelor de reparare a leziunilor) reprezentate cel mai adesea sub forma de mutatii recesive, care se vor manifesta numai daca se întâlnesc doi heterozigoti cu o mutatie identica Organismele internationale au definit o limita arbitrara de siguranta - mai mica decât cea care ar produce un efect semnificativ asupra frecventei mutatiilor daunatoare din populatie - recomandând ca expunerea profesionala sa nu depaseasca 50 mSv pe an CASETA 6 4 Radiatiile ionizante Radiatiile ionizante includ unde electromagnetice cu lungime de unda foarte mica (razele gama si razele-X) precum si particule cu energie înalta (particule alfa, beta si neutroni) Razele-X, razele gama si neutronii au mare putere de patrundere comparativ cu particulele alfa si beta (numai câtiva milimetri) Cantitatea de radiatii primita pe tesut iradiat se numeste doza de radiatii si este masurata în doza absorbita de radiatii sau rad (radiation absorbed dose) Oamenii pot fi expusi la un amestec de radiatii si atunci se foloseste o unitate conventionala rem (roentgen equivalent for man) pentru a masura orice radiatie în termeni de raze-X Un rem de radiatie este acea doza absorbita care produce într-un tesut dat acelati efect biologic ca 1 rad de raze-X Un milirem (mmrem) este a mia parte dintr-un rem 100 rem este echivalent cu 1 sievert (Sv) iar 100 razi este echivalent cu 1 gray (Gy); pentru practica, sievert si gray sunt aproximativ egale Potrivit unei conceptii mai vechi, bazata pe studii experimental, orice iradiere produce mutatii (nu exista prag sub care iradierea sa nu aibe efect), numarul de mutatii produse de radiatii creste proportional cu doza, efectele genetice sunt cumulative Studii recente par sa infirme conceptul lipsei de prag, relevând ca dozele mici stimuleaza activitatea mecanismelor repararii ADN Sursele de radiatii la care este expus omul sunt naturale (radiatii cosmice, materiale radioactive) si artificiale (radiologie diagnostica sau terapeutica, expunere profesionala, expunere accidentala) iar doza medie de radiatii primita pe gonade, din diferite surse, este apreciata (Clarke si Southwood, 1989) la 2,4 mSv pe an si 72 mSv pentru 30 de ani (perioada reproductiva)160 La om efectele genetice ale radiatiilor sunt greu de studiat deoarece ele nu sunt manifeste la generatia expusa ci numai la generatiile urmatoare si aceasta în functie de tipul de mutatie: dominant, recesiv sau legat de X Studiile ample efectuate de catre Neel si Schull la supravietuitorii bombardamentelor atomice din Japonia au aratat ca nu exista diferente semnificative ale nou-nascutilor morti, malformatiilor congenitale, deceselor neonatale, sex ratio (pentru mutatii letale legate de X), cancere îniante de vârsta de 20 de ani - la urmasii parintilor expusi (la o doza de 30-60 remi) comparativ cu descendentii unui lot martor neexpus la radiatii atomice Rezultate similare au fost obtinute si prin analiza efectelor iradierii medicale În ceea ce priveste iradierea profesionala, mai ales în centralele nucleare, s-a descris o crestere semnificativa a numarului de copii cu leucemie din tati ce lucreaza în aceste unitati, posibil prin inducerea de mutatii în celulele lor germinale Alte cercetari nu au reusit, totusi, sa ateste efectele leucemogene ale iradierii paterne Si datele privind iradierea accidentala sunt contradictorii Un studiu al persoanelor expuse la radiatii dupa accidentul de la centrala nucleara de la Cernobîl indica o crestere de doua ori a ratei mutatiilor germinale Dar este dificil sa se compare aceste date cu rezultatele studiilor Japoneze deoarece tipul de radiatii este oarecum diferit, lotul de la Cernobîl este mic (79 de familii) iar grupul martor era din populatia britanica În concluzie, încercarile de a demonstra ca radiatiile produc alterari genetice la om nu au fost foarte convingatoare Aceasta nu înseamna ca radiatiile ionizante nu au consecinte genetice ci numai ca acestea sunt probabil mici (mecanismele de reparare a leziunilor sunt destul de eficace) si cel mai adesea sub forma de mutatii recesive, care se vor manifesta numai daca se întâlnesc doi heterozigoti cu o mutatie identica Organismele internationale au definit o doza permisiva de radiatii Aceasta este o limita arbitrara de siguranta si este foarte probabil mai mica decât cea care ar produce un efect semnificativ asupra frecventei mutatiilor daunatoare din populatie S-a recomandat ca expunerea profesionala sa nu depaseasca 50 mSv pe an, dar unele tari au scazut aceasta doza la 15 mSv Pentru a avea o imagine clara asupra acestei doze (prin comparatie cu iradierea medicala sau cosmica) trebuie spus ca 1 mSv este echivalentul dozei primite la 50 de radiografii toracice si în 100 de zboruri de la Bucuresti la Paris Cu toate acestea, este obligatoriu sa se evite orice expunere nenecesara la radiatii, în special pe gonade sau asupra fatului, si sa se asigure obligatoriu o protectie maxima (2) Alte leziuni sunt produse de catre diferite agresiuni endogene cum ar fi speciile reactive de oxigen (2-20 000 leziuni/genom/zi), o serie de molecule reactive mici (precum S-adenozil metionina: 600 leziuni/genom/zi) si mai ales produsii de peroxidare ai lipidelor (malondialdehida, acroleina si crotonaldehida care sunt metabolizate rapid catre epoxizi si pot genera apoi alterari ale bazelor ADN) Organismul poseda un sistem antioxidant (superoxid dismutaza, catalaza, glutation peroxidaza etc ) care încearca sa minimizeze aceste efecte Atunci când capacitatea acestui sistem este depasita, acesti agenti induc modificari ale bazelor ADN si rupturi monocatenare prin alterarea deoxiribozelor Tabelul 6 3 Tipuri de leziuni ADN si agentii etiologici ai acestora Tipul de leziune ADN Agentul etiologic Erori de împerechere Erori ale replicarii Situsuri abazice Erori ale replicarii, spontan Deaminari Spontan Alchilari Agenti metilanti (S-adenozil metionina) Baze oxidate sau hidroxilate UV-A, radicali ai oxigenului, radiatii X, produsi ai peroxidarii lipidelor Dimeri pirimidinici UV-B (> 320 nm) Aditia unor radicali chimici Carcinogeni (atmosferici, alimentari, fum de tigara), citostatice Legaturi încrucisate intracatenare sau cu proteinele Carcinogeni, citostatice Legaturi încrucisate intercatenare Mitomicina C, cisplatinul Rupturi monocatenare Radiatii X, inhibitori ai topoizomerazei I, radicali ai oxigenului Rupturi bicatenare Radiatii gama, inhibitori ai topoizomerazei II 3 3 FRECVENTA MUTATIILOR GENICE Rata mutatiilor unei gene se exprima de obicei ca numar de mutatii noi per locus per generatie si se evalueaza prin determinarea incidentei unor cazuri sporadice, noi, a unor boli autosomal dominante (cu penetranta completa) sau recesive legate de X, care au o expresie clinica usor de recunoscut (de exemplu, acondroplazia, aniridia, hemofilia, distrofia musculara Duchenne s a) Determinarile pentru diferite afectiuni au dat valori ale ratelor mutatiilor germinale cuprinse între 10-4 si 10-7 mutatii per locus / per generatie, cu o frecventa medie de 1x10-6 Aceasta înseamna ca cel putin una din 20 de persoane a primit de la unul din parinti o gena mutanta noua Mutatiile noi se pot produce în spermatogeneza sau ovogeneza, în cursul diviziunilor mitotice sau meiotice ale celulelor germinale Exista însa diferente importante între cele doua sexe privind timpul de producere si numarul de diviziuni celulare pe care le sufera celulele sexuale În ovogeneza, fiecare gamet este rezultatul a 22 de diviziuni mitotice si unei diviziuni meiotice (23 de diviziuni) ce se produc în cursul vietii fetale; dupa cum stim deja (vezi capitolul 5 C 2) meioza I se opreste înainte de nastere, ramâne astfel "suspendata" un timp îndelungat si este reluata numai dupa ovulatie Cu cât ovocitele ramân mai multa vreme în meioza I (si deci vârsta reproductiva materna este mai mare) cu atât mai mult creste riscul nedisjunctiei meiotice În spermatogeneza, productia de gameti se face pâna la vârste avansate si fiecare spermatozoid rezulta, în medie, dupa 200 de diviziuni iar acest numar creste cu vârsta Explicatie: spermatogoniile susa se formeaza pâna la pubertate, prin circa 30 de mitoze; apoi sunt necesare 5 diviziuni pentru fiecare ciclu de spermiogeneza, care dureaza 16 zile (deci 23 cicluri pe an); numarul de diviziuni pentru formarea unui spermatozoid se calculeaza dupa formula urmatoare: 30+23n+5, în care n= vârsta în ani-15 (vârsta pubertatii) La o frecventa de 10-10 erori de replicare per genom per diviziune fiecare spermatozoid al adultului va contine câteva sute de mutatii noi produse prin acest mecanism Desi marea lor majoritate nu vor avea efecte fenotipice aparente se estimeaza ca o mica proportie de spermatozoizi (circa 1 din 10) vor avea o mutatie patogena Rezulta, logic, ca frecventa neomutatiilor paterne produse prin erori de replicare a ADN ar trebui sa fie mai mare decât a neomutatiilor materne si sa creasca odata cu vârsta tatalui, fapt observat în anumite boli, ca neurofibromatoza, acondroplazia sau hemofilia B (la bunicul matern al bolnavului) Acest fenomen este amplificat de faptul ca metilarea citozinei în dimerul CpG este mai frecventa în celulele germinale masculine, determinând transversiile de tip C?T sau G?A Astfel, mutatiile FGFR2 (receptorul factorului de crestere fibroblastica de tip 2) - responsabile de sindromul Apert (o craniostenoza asociata cu polisindactilie) - sunt toate de origine paterna Mai mult, unele remanieri genice (inversia genei ce codifica factorul VII al coagularii sau deletia/duplicatia genei PMP22, discutate mai sus) se produc, din motive necunoscute, exclusiv în celulele germinale masculine Diferentele de sex în producerea unor mutatii se observa pregnant si în unele boli prin expansiunea repetitiilor trinucleotidice Astfel, expansiunea ampla a repetitiei CAG, ce produce formele juvenile de boala Huntingon, este în general de origine paterna Dar expansiunea masiva a repetitiei CGG în sindromul X fragil se produce aproape întotdeauna în timpul gametogenezei feminine Aceste diferente pot exprima nu numai diferentele fundamentale dintre ovogenza si spermatogeneza ci si o selectie contra gametilor ce poarta expansiunea repetitiei Multe mutatii se produc, firesc, si în celulele somatice care efectueaza un numar mare de replicari si diviziuni Un organism uman adult are circa 1014 celule derivate din zigot prin 1015 diviziuni celulare; la o frecventa de 10-10 erori de replicare per genom si per diviziune rezulta mii de mutatii noi în genomul fiecarei celule Dar consecintele lor fenotipice depind de natura mutatiei, gena alterata si tesutul implicat Ele se întâlnesc frecvent în procesul de cancerogeneza si constituie, foarte probabil, una din cauzele heterogenitatii expresiei clinica a unor boli ereditare Mozaicurile somatice ar putea produce boli genetice numai daca se produc precoce, în cursul dezvoltarii embrionare Cert este ca mutatiile somatice (non germinale) nu se transmit generatiilor viitoare 4 MECANISMELE REPARARII LEZIUNILOR ADN Genomul uman sufera numeroase si variate leziuni - spontane sau induse de agenti externi sau interni Totusi rata mutatiilor este mentinuta la un nivel scazut prin interventia unor sisteme de recunoastere a leziunilor ADN si reparare enzimatica, care realizeaza fie o restitutie fidela a structurii initiale fie o reparare partiala, cu defect Actiunea acestor sisteme este corelata cu mecanismele care coordoneaza progresia prin ciclul celular, tolerarea unor leziuni sau apoptoza Nici unul dintre mecanismele de reparare ale ADN nu are o eficienta absoluta dar, în general, performanta lor este ridicata Existenta unor boli umane asociate cu defecte în repararea ADN, multe din ele având o crestere a susceptibilitatii la cancer, demonstreaza importanta acestui proces de "control al calitatii ADN" 4 1 MECANISMELE DE REPARARE ALE ADN NUCLEAR a) Repararea erorilor de împerechere din cursul replicarii ADN În momentul în care cele doua catene ADN sunt separate, nucleotidele activate se aranjeaza "spontan" si pe baza de complementaritate pe întreaga portiune a matritei de ADN astfel expusa Stoichiometria reactiei de pozitionare pe baza de complementaritate permite împerecheri gresite (în special G-T) cu o probabilitate de 1 la 10 000 În plus, replicarea secventelor repetitive ale ADN se însoteste relativ frecvent de fenomenul de "alunecare (glisare)" (slippage) a ADN-polimerazei, ceea ce conduce la formarea unor bucle de catre una din catene cu alungirea (insertie) sau scurtarea (deletia) secventei repetitive (vezi figura 6 8) Rata mutatiilor este, însa, mult mai mica datorita interventiei unor mecanisme care asigura fidelitatea replicarii si pastrarea informatiei ereditare Un prim mecanism implica ADN polimerazele care nu catalizeaza încorporarea pasiva a oricarui nucleotid care este deja legat prin punti de hidrogen la catena matrita, ci discrimineaza activ împotriva unor împerecheri gresite, acestea producând distorsiuni a dublului-helix ADN Distorsiunile actioneaza ca semnal pentru îndepartare bazei inserate gresit Mecansimul creste acuratetea replicarii de aproximativ 100 de ori, reducând rata asteptata a erorilor de la 10-4 la aproximativ 10-6 Un alt mecanism major raspunzator pentru acuratetea replicarii ADN este activitatea de autocorectie (sau editare de la proofreading) a ADN polimerazelor Ca un veritabil "editor", ADN polimerazele verifica daca ultimul nucleotid plasat la capatul 3'OH al catenei de ADN este "scris corect", deci daca nu exista o greseala de împerechere In cazul unei astfel de erori ele pot sa-l excizeze (datorita capacitatii exonucleazice 3' - 5' pe care o poseda) si sa-l înlocuiasca cu nucleotidul corespunzator O astfel de activitate, demonstrata pentru ADN polimerazele delta si epsilon, permite cresterea acuratetei replicarii ADN de circa 100-1000 ori În sfârsit, putinele erori de împerechere care apar totusi în ciuda interventiei mecanismelor mai sus amintite vor fi tinta unor mecanisme de reparare a erorilor de împerechere (MMR de la mismatch repair) ce intervin dupa replicare Sistemul MMR a fost descris initial la E coli cu fenotipul mutator (mut), ce determina o crestere a ratei mutatiilor spontane pentru toti locii din genomul bacteriei Sistemul implica interventia unor proteine speciale (proteine mutator): Mut S, Mut L si Mut H - ce formeaza asa numitul sistem de reparare "directionat metil" Denumirea deriva de la mecanismul de identificarea a catenei care contine nucleotidul împerecheat gresit Aceasta functie pare a fi asigurata de diferenta în statusul de metilare care exista între catena nou sintetizata (nemetilata)161 si catena matrita (metilata) În esenta, împerecherea gresita produce o distorsiune a catenei nou sintetizate, nemetilata, recunoscuta de proteina Mut S care se fixeaza la catena si "recruteaza" proteinele Mut L (care stabilizeaza complexul), Mut H (cu actiune endonucleazica) si o helicaza (Mut U, care desface duplexul ADN) Mut H va cliva catena de ADN si fragmentul de circa 100 pb va fi îndepartat de o exonucleaza Golul rezultat va fi reparat de catre ADN polimeraza, folosind secventa de baze a matritei Pasul final este realizarea legaturii fosfodiester de catre ADN ligaza La om au fost identificate genele care codifica proteinele MSH 2, MSH3 si GTBP (sau MSH6) - omologe cu Mut S - precum si proteinele MLH1, PMS1 si PMS2 - omologe cu Mut L Nucleotidele împerecheate gresit sunt identificate prin intermediul a doua complexe: MSH2/MSH6 (GTBP) care recunosc în special erorile de împerechere si MSH2/MSH3 care recunosc preferential micile insertii/deletii Dupa recunoasterea erorii de împerechere, intervin complexele heterodimerice MLH1/PMS2 si MLH1/PMS1 ce interactioneaza cu complexele legate anterior (figura 6 18) În continuare, procesul de reparare presupune sectionarea si degradarea exonucleazica a unui fragment ADN cu o lungime de peste 1-2 kb (ce contine erorile de replicare), urmata de refacerea secventei normale Pentru aceste actiuni, mecanismul de reparare utilizeaza o serie de factori comuni altor sisteme de reparare (ADN-polimeraza d, RPA, PCNA, factorul de replicare C (RFC), exonucleaza 1, FEN1 si exonucleazele asociate ADN-polimerazelor d si e) Mutatiile genelor implicate în calea MMR au drept consecinta o boala genetica, relativ frecventa, numita cancerul colorectal nonpolipozic ereditar (HNPCC), responsabila de aparitia a circa 5% din toate cazurile de cancer colorectal; boala se asociaza un risc relativ crescut pentru dezvoltarea unor neoplazii maligne cu alte localizari Exista câteva caracteristici ale neoplasmelor colorectale care apar în cadrul HNPCC: 70% sunt localizate proximal de flexura splenica, exista un exces de cancere mucinoase sau cu infiltratie limfocitara iar evolutia pare a fi mai buna Markerul principal al celulelor cu HNPCC este instabilitatea microsatelitilor (secvente di-, tri- sau tetranucleotidice înalt repetitive, dispersate în genom) Circa 60-70% din cazurile de HNPCC sunt determinate de mutatii ale genelor MLH1 si MSH2; un numar redus de cazuri sunt asociate cu mutatii ale genelor PMS1, PMS2 si MSH6 b) Repararea bazelor modificate sau alterate dupa replicare În afara erorilor ce se produc în timpul replicarii, o alta sursa de mutatii este modificarea chimica sau alterarea bazelor azotate dupa replicare Leziunile ADN produse de agenti endogeni sunt îndepartate de obicei prin mecanismul de excizie a bazelor (BER) modificate si mai rar prin reparare directa monoenzimatica (MGMT) Agentii mutageni exogeni care produc distorsiunea dublului helix prin legaturi încrucisate intra- sau intercatenare; aceste alterari sunt îndepartate prin excizia nucleotidelor (NER) Mecanismele BER, NER si chiar a MMR sunt variante ale unui mecanism general de reparare prin excizie-resinteza, ce difera prin tinta lor, modul de recunoastere a leziunii si moleculele efectoare Acest mecanism se realizeaza în mai multe etape (figura 6 19): * recunoasterea situsului lezat (baza sau nucleotid), prin actiunea unor enzime specifice; * desfacerea dublului helix, de catre o helicaza; * excizia fragmentului de ADN alterat si a unui segment învecinat leziunii, prin interventia unor endonucleaze; * îndepartarea si degradarea fragmnetului, de catre exonucleaze; * resinteza componentelor bresei/lacunei (folosind ca matrita catena de ADN complementara) prin actiunea unor ADN polimeraze; * realizarea, de catre o ADN ligaza, a legaturii fosfodiester între fragmentul de ADN neosintetizat si capetele libere ale catenei de ADN (1) Repararea prin excizia bazei (base excision repair- BER) O baza modificata chimic (frecvent prin dezaminare spontana) este îndepartata prin intermediul unor ADN-glicozilaze162 care cliveaza legatura glicozil dintre baza azotata si deoxiriboza Se creeaza astfel un situs abazic care este recunoscut de catre endonucleaza APE1 (apurinic/ apyrimidinic endonuclease 1), enzima cu rol cheie în calea de reparare BER la om; aceasta enzima cliveaza catena ADN pe flancul 5' al situsului abazic Apoi intervine polimeraza ß (figura 6 20) care îndeparteaza reziduul 5'-deoxiribozo-fosfat (dRp), insera nucleotidul corespunzator catenei matrita si recruteaza complexul ligaza 3 - XRCC1, care va reface continuitatea catenei În unele cazuri reziduul 5'-deoxiribozofosfat rezista la actiunea polimerazei ß, fiind necesara o cale alternativa, cu interventia polimerazei d si îndepartarea a 2 - 13 nucleotide ("long-patch BER") În aceasta cale alternativa, minora la om, intervine si PCNA (antigenul nuclear al celulelor proliferante) si nucleaza FEN1 care împiedica formarea unor structuri secundare de catre portiunile ADN monocatenare aparute intermediar Continuitatea catenei va fi restabilita de aceasta data de catre ligaza 1 (2) Repararea directa monoenzimatica (MGMT) Prin interventia unor cataboliti celulari reactivi se formeaza O6-metilguanina În acest caz se produce o reparare directa, prin interventia enzimei metilguanin metil transferaza (MGMT); aceasta transfera gruparea metil de la nivelul O6-metilguaninei pe un reziduu propriu de cisteina (figura 6 21) formând 5-metilcisteina, o molecula foarte stabila, care inactiveaza enzima Repararea sacrifica în întregime o molecula proteica pentru fiecare leziune corectata De aceea, acest mecanism de reparare este foarte rapid saturat atunci când organismul este supus unor agenti alchilanti exogeni (3) Repararea prin excizia nucleotidelor (nucleotid excision repair - NER) Calea de reparare NER este utilizata pentru corectarea a diferite tipuri de leziuni ADN asociate cu distorsiunea structurii dublu-helicoidale, precum dimerii de pirimidina produsi de radiatiile UV sau modificarile chimice determinate de benzpiren, aflatoxina si cisplatin Acest sistem de reparare este complex si implica un numar mare de proteine si gene Aceste gene au fost identificate la pacienti cu diferite mutatii ce produc trei afectiuni rare: xeroderma pigmentosum (XP), sindromul Cockayne (CS) si o forma cu fotosensibilitate a trichotiodistrofiei (TTD) Trasatura comuna este sensibilitatea foarte accentuata la expunerea solara ca urmare a repararii deficitare a leziunilor ADN induse de radiatiile UV; în schimb, celelalte manifestari clinice sunt extrem de diferite Pacientii cu XP prezinta o crestere foarte accentuata, de peste 2000 de ori, a riscului pentru aparitia unui cancer cutanat si, în multe cazuri, o neurodegenerare accelerata Pacientii cu CS prezinta anomalii neurologice degenerative progresive foarte severe si manifestari de îmbatrânire precoce TTD este caracterizata prin aspectul fragil al parului si unghiilor, precum si unele trasaturi prezente si în CS Heterogenitatea clinica este consecinta heterogenitatii genetice Pentru XP sunt identificate 7 gene (XPA - XPG) În cazul CS sunt implicate 5 gene: CSA, CSB si alele specifice ale XPB, XPD si XPG TTD varianta cu fotosensibilitate este determinata de mutatia a 3 gene: din nou XPB si XPD, precum si TTDA Mecanismul prin care este recunoscuta leziunea ADN este o problema înca mult discutata În prima etapa intervine un complex specific (XPC-hHR23B) care recunoaste distorsiunea ADN produsa de agentii mutageni si localizeaza catena lezata A doua etapa implica întreruperea activitatii helicazelor (XPB si XPD din structura TFIIH) si, în cazul particular al leziunilor induse de radiatiile UV, fixarea la acest nivel a unui factor specific (UV-DDB, alcatuit din subunitatile p125 si p48) Urmatoarea etapa în calea NER este formarea la nivelul leziunii a unui macroagregat proteic necesar pentru incizia duala a catenei care contine leziunea Dupa îndepartarea unui fragment de 24-32 de nucleotide care contine leziunea, are loc resinteza ADN, prin intermediul ADN polimerazei d sau e, si legarea capetelor, prin intermediul ligazei 1 (figura 6 22) Modelul descris mai sus este utilizat pentru repararea ADN-ului netranscris, majoritar în genom În cazul special al genelor transcrise, leziunile care impiedica activitatea de elongare realizata de ARN polimeraza II în cursul transcriptiei sunt reparate printr-un sistem cuplat cu transcriptia (transcription-coupled repair - TCR) Corectarea este realizata de 5-10 ori mai rapid, cu participarea acelorasi factori utilizati pentru ADN-ul netranscris (cu exceptia XPC) Semnalul de recunoastere a leziunii este blocarea progresiei ARN polimerazei II În plus, intervin si proteinele CSA si CSB (implicate în sindromul Cockayne), care au rolul de a cupla activitatea ARN polimerazei II cu mecanismul de reparare c) Repararea rupturilor ADN Rupturile monocatenare ale ADN sunt produse de speciile reactive de oxigen si reparate prin intermediul enzimelor responsabile de ultimele etape ale mecanismului BER Rupturile bicatenare ale ADN, mai rare decât cele monocatenare, pot aparea fie spontan (în cursul replicarii, recombinarii meiotice sau recombinarii somatice VDJ, ce are loc în sinteza imunoglobulinelor), fie ca urmare a expunerii la radiatiile ionizante Repararea rupturilor bicatenare este un proces complex care se realizeaza în mai multe etape Prima etapa consta în sesizarea prezentei unei rupturi ADN bicatenare, prin interventia probabila a unui complex multiproteic numit BASC (BRCA1-associated genome surveillance complex)163 Urmatoarea etapa este una de semnalizare, care implica activitatea a doua kinaze înrudite: ATM si ATR Acestea produc activarea unor proteine importante pentru repararea propriu-zisa (NBS1 sau BRCA1) sau blocarea ciclului celular, la nivelul punctului de control G2/M (prin intermediul proteinelor MDM2 si P53) Dupa aceste etape comune, celula alege unul din mecanismele alternative de reparare: recombinare omologa sau unirea neomologa a capetelor * Recombinarea omologa (homologous recombination - HR) este mecanismul cel mai frecvent utilizat la om si este un mecanism de reparare precis, care utilizeaza pentru reparare o catena de ADN intacta de pe cromatida sora sau de pe cromosomul omolog; Recombinarea omologa debuteaza prin procesarea initiala a capetelor rupte de catre complexul NBS1-MRE11-RAD50 (activat de catre proteina ATM) care va conduce la formarea unor capete 3' monocatenare (figura 6 23) RAD52 se ataseaza la capetele monocatenare astfel formate si le protejeaza Apoi, ADN-ul intact de la nivelul cromatidei sora sau a cromosomului omolog este utilizat ca matrita pentru a înlocui informatia genetica în cursul procesului nucleolitic În final intervine o etapa de ligare care completeaza acest mecanism de reparare a ADN * Unirea neomologa a capetelor (non-homologous end-joining - NHEJ) un mecanism predispus la erori (mici insertii sau deletii), în care capetele rupte ale ADN sunt unite fara nici o omologie, ori cu ajutorul unor secvente omologe scurte ( tri 18 > tri 21) (2) Tipul de anomalie * Monosomiile sunt mai grave decât trisomiile si sunt letale pentru toti autosomii precum si în cazul majoritatii monosomiilor X (sunt autori care considera ca cele mai multe din pacientele cu cariotip 45,X prezinta de fapt o monosomie X în mozaic 46,XX/45,X dar ca linia normala lipseste în limfocite) * Aneuploidile cromosomilor sexuali sunt mai putin grave decât cele autosomale, datorita inactivarii partiale a cromosomilor X suplimentari (3) Continutul genic si cantitatea de eucromatina / heterocromatina a cromosomului implicat În acest context, se explica de ce trisomia 21 este mai putin grava decât trisomia 22 - ambii cromosomi fiind apropiati ca marime, precum si semnele specifice si gravitatea diferita a unor trisomii partiale pentru segmente identice ca dimensiune Anomaliile ce intereseaza benzile R (pozitive) alcatuite din eucromatina sunt mai grave decât cele ce intereseaza benzile G (pozitive), bogate în heterocromatina (4) Numarul celulelor afectate Aneuploidiile omogene sunt mai grave decât cele reprezentate de mozaicuri de celule anormale si normale Reamintim (vezi 5 B 2 3 si 5 D 3 ) ca efectele fenotipice ale mozaicurilor cromosomice depind de: * momentul ontogenetic în care se produc (aparitie precoce - gravitate mai mare); * distributia clonelor în diferite tesuturi (vezi mozaicism limitat la placenta; mozaicurile germinale sau clonele celulare ce produc cancer); * tipul cromosomului implicat (mozaicurile gonosomale sunt mai putin grave decât cele autosomale CONSECINTELE ANOMALIILOR CROMOSOMICE ECHILIBRATE Asa cum am precizat mai sus, cu câteva exceptii, anomaliile cromosomice echilibrate - translocatiile reciproce, inversiile si insertiile - determina un fenotip normal Ele pot avea însa consecinte reproductive serioase (vezi si capitolul 10 A): * blocarea gametogenezei datorita sinapsei neobisnuite între cromosomii omologi, determinata de prezenta anomaliei structurale; * producerea de gameti anormali (figurile 6 28, 6 30 si 6 31) care, dupa fecundare, determina formarea de embrioni cu monosomii si/sau trisomii partiale (complete în cazul translocatiilor Robertsoniene); frecvent dezechilibrul cromosomic este important si acesti embrioni se elimina ca avorturi spontane S-a stabilit ca la 3- 6% din cuplurile sterile sau cu avorturi spontane repetate unul sau altul din membrii cuplului prezinta o anomalie cromosomica echilibrata În acest context sa reamintim ca una din 400 de persoane aparent sanatoase din populatie are o translocatie, 1: 1000 - o translocatie Robertsoniana si 1 : 1250 prezinta o inversie; deci, cel putin 4 : 1000 de persoane sunt purtatoare de anomalii cromosomice echilibrate ce pot da tulburari de reproducere majore 3 FRECVENTA SI CAUZELE ANOMALIILOR CROMOSOMICE Frecventa anomaliilor cromosomice la om este foarte mare comparativ cu alte specii Desi estimarile efectuate pe diferite categorii de celule si fenotipuri umane - de la gameti, la nou nascuti si adulti (tabelul 6 6) - sunt dependente de metode si loturi, iar datele actuale sunt foarte probabil subevaluari ale fenomenului real, se poate conchide - fara rezerve - ca anomaliile cromosomice reprezinta o cauza importanta de morbiditate si mortalitate Tabelul 6 6 Frecventele aproximative ale anomaliilor cromosomice în diferite populatii (excluzând deletiile detectate prin FISH) POPULATIE FRECVENTA ANOMALIILOR (%) Spermatozoizi (barbati normali si fertili) = 10 (?) Ovule (femei normale si fertile) = 10 (?) Toti zigotii 10 - 30 Embrioni în stadiul preimplantator (studii de fertilizare in vitro) 20 - 25 Sarcini recunoscute clinic (5 - 28 spt) = 8 Avorturi spontane: Sarcini nerecunoscute clinic (= 4 spt) Sarcini 5 - 8 spt Sarcini 9 - 12 spt Toate sarcinile recunoscute clinic (5-28spt) 90 (?) 60 12 - 32 = 30 - 35 Nou nascuti morti (= 28 spt) 5 - 6 Nou nascuti vii 0 5 - 1 Decese neonatale si la sugari 5 - 7 Pacienti cu malformatii congenitale 4 - 8 Pacienti cu malformatii cardiace 13 Retard mintal (excluzând X fragil) QI = 20 QI = 20 - 49 QI = 50 - 69 3 - 35 3 - 10 12 - 35 3 Alte tulburari de dezvoltare neuropsihica 1 - 3 (?) Sindromul X fragil 0 4 Hermafroditism adevarat 25 Barbati - defecte în diferentierea sexuala = 25 Femei - tulburari de dezvoltare pubertara = 27 Deficienta ovariana primara 65 Barbati sterili 2 - 15 Cupluri cu = 3 avorturi spontane 2 - 5 Surse: Hooket, 1992; Jacobs, 1992; Hassold et al, 1996; Eichenlaub-Ritter, 1996; Gardner si Southerland, 1996; Chandley, 1997; Garber et al, 1997; Hsu, 1998; Mange, 1999 Anomaliile cromosomice au fost detectate la: * circa 10% din gameti, la persoane - barbati si femei - normale si fertile; * 3% din fetusii de 10 saptamâni si 2% din cei de 15-16 saptamâni; * 50 - 60% din avorturile spontane precoce (15-25% din toate sarcinile); * 10 % din nou nascuti morti (1% din toate sarcinile); * 0,7 - 1 % din nou-nascuti vii (> 1:120); * 2% din sarcinile femeilor cu vârsta mai mare de 35 de ani în momentul conceptiei Incidenta diferitelor tipuri de anomalii cromosomice la nou nascutii vii este prezentata în tabelul 6 7 Se observa ca anomaliile neechilibrate, numerice si structurale la un loc, reprezinta aproape jumatate din totalul anomaliilor cromosomice si, deci, numai 1 la 250 de nou nascuti au un fenotip anormal produs de un dezechilibru cromosomic Fata de alte studii epidemiologice mai vechi, surprinde frecventa mai mare a anomaliilor structurale (5 ‰ din nou nascuti si 60 % din toate anomaliile cromosomice) si în mod deosebit a anomaliilor echilibrate 4,30 ‰ sau 1 la 232 nou nascuti vii; acest fapt este firesc (anomaliile numerice produc mai frecvent un dezechilibru grav, letal) si reflecta indiscutabil sporirea calitatii metodelor de analiza citogenetica Cert este ca datele cuprinse în tabelele 6 6 si 6 7 sunt subestimari ale valorilor reale deoarece nu includ sindroamele cu microdeletii identificabile prin FISH; numai sindromul velo-cardio-facial (del 22q11) are o frecventa sub 1:1000 nn fiind probabil a doua anomalie cromosomica ca frecventa, dupa sindromul Down Tabelul 6 7 Incidenta anomaliilor cromosomice la nou-nascuti (Hook, 1992) TIPURI DE ANOMALII FRECVENTA ‰ Triploidii 0,02 Trisomii autosomale Trisomie 13 Trisomie 18 Trisomie 21 1,40 0,08 0,15 1,20 Aneuploidii gonosomale la baieti 47,XXY 47,XYY altele 2,75 1,00 1,00 0,75 Aneuploidii gonosomale la fete 45,X si 45,X/46,XX 47,XXX altele 1,80 0,30 1,10 0 37 Anomalii structurale echilibrate Translocatii reciproce Translocatii Robertsoniene Inversii 4,30 (1/232) 2,50 1,00 0,80 Anomalii structurale neechilibrate 0,70 Anomalii cromosomice neechilibrate (numerice si structurale) 4,00 (1/250) TOTAL anomalii cromosomice 8,30 (1/120) Datele actuale despre frecventa anomaliilor cromosomice reprezinta un motiv în plus pentru a studia cauzele si mecanismele patogenice cu scopul de a identifica posibile interventii profilactice Din pacate, în acest domeniu nu s-au înregistrat elemente noi Este cert doar faptul ca etiopatogenia anomaliilor numerice difera de cea a nomaliilor structurale Cauzele aneuploidiilor produse prin erori de distributie (nedisjunctie, pierdere anafazica) sunt înca neelucidate Singura certitudine este asocierea dintre vârsta materna crescuta în momentul conceptiei si incidenta mare a trisomiilor la copii Cel mai clar efect al vârstei materne a fost dovedit în sindromul Down (trisomia 21) dar efecte similare au fost identificate si în cazul trisomiilor 13 si 18 În locul graficelor si tabelelor care ilustreaza în literatura de efectul vârstei materne asupra frecventei nasterilor cu trisomii autosomale, preferam sa subliniem ca riscul de nedisjunctie este: * 1 la 1000 pentru femeile gravide în vârsta de = 25 de ani; * 1 la 100 la vârsta de 37 de ani; * 1 la 10 la vârsta de 45 de ani La aceste date mai adaugam faptul ca 92% din cazurile de trisomie 21(cea mai frecventa boala cromosomica) sunt produse prin nedisjunctie materna în meioza I Efectul vârstei materne, ca factor predispozant la nedisjunctie, este sigur si - foarte probabil - vîrsta se coreleaza cu particularitatile meiozei materne170, care (printre altele) blocheaza ovocitele timp de câteva decade în profaza meiozei I ("ovulele au vârsta femeii") Studiile de genetica moleculara au permis formularea a trei ipoteze despre cauzele primare ale nedisjunctiei, corelata cu vîrsta materna: * sinapsa prelungita între cromosomii omologi în meioza I (datorita recombinarilor intracromsomice localizate exclusiv centromeric sau telomeric) "trage" ambii cromosomi în aceeasi celula fiica; * separarea precoce a cromatidelor surori (în M II) ca o consecinta, probabila, a reducerii ratei recombinarilor intracromosomice; * anomalii ale fusului de diviziune Nedisjunctia are probabil si alte cauze decât vârsta materna reproductiva avansata, deoarece numai 25% din cazurile de sindrom Down se nasc din femei peste 35 de ani În ciuda cercetarilor intense, nu exista nici-o dovada stiintifica care sa sustina rolul posibil al unor factori externi (infectii virale, radiatii, medicamente, hormoni, contraceptive, cafea sau fumat, reducerea frecventei raporturilor sexuale etc De asemenea, la om este foarte probabil ca nu intervin factori genetici (mutatii ale unor gene ce controleaza disjunctia) Totusi nu trebuie sa uitam ca la alte specii nedisjunctia este sub control genetic iar la om diferiti cromosomi au rate diferite de trisomie în avorturile spontane (de exemplu, trisomia 16 reprezinta o treime din aceste avorturi) Oricum, controlul genetic al meiozei este înca departe de a fi elucidat Cauzele anomaliilor cromosomice de structura par la prima vedere mai clare deoarece mecanismul lor clasic de producere implica ruperea cromosomilor si reunirea anormala a capetelor cromosomilor rupti Deci agentii ce rup cromosomii (numiti si "clastogeni") sunt cauzele primare ale anomaliilor structurale În realitate, se acumuleaza continuu dovezi care arata ca interventia clastogenilor este minima iar cele mai multe anomalii structurale, din celulele germinale sau somatice, se produc spontan foarte probabil prin erori de recombinare, fie prin recombinarea omologa nealelica sau ectopica (împerecherea incorecta a omologilor produce un crossing over inegal) fie prin recombinare neomologa (sinapsa între regiuni identice din cromosomi neomologi) În aceste conditii, structura particulara a genomului uman pare a fi sursa principala a erorilor de recombinare si deci a anomaliilor structurale Revenim astfel la prima idee a acestei sectiuni; chiar daca 95 % din produtii de conceptie anormali sunt eliminati ca avorturi spontane, rata anomaliilor cromosomice la nou nascutii vii (> 1:120) este mai mare decât la alte specii De ce ? Nu exista explicatii clare pentru aceasta situatie; exceptând efectul vârstei materne, se poate spune ca nu exista, foarte probabil, factori genetici si de mediu care sa fie implicati semnificativ în producerea anomaliilor cromosomice Poate ca frecventa lor ridicata reprezinta "pretul pe care îl platim pentru ceea ce am ajuns", pentru evolutia noastra la Homo sapines sapiens, evolutie care a generat anumite particularitati structurale si functionale ale genomului uman "Cert este ca medicii si publicul trebuie sa se obisnuiasca cu ideea ca un anumit grad al perturbarii reproducerii umane prin anomalii cromosomice este normal, iar eliminarea unui fetus anormal cromosomic este o selectie naturala binevenita" (Dorothy Warburton, 1997) D POLIMORFISMELE GENETICE Doua genomuri umane alese la întâmplare sunt identice între ele în proportie de 99,9% Restul de 0,1% contine variante genetice sau versiuni diferite (alele) ale unei secvente de ADN, situata într-o anumita pozitie (locus) din cromosomi, si care ar rezultat în urma unor mutatii Când anumite variante genetice - alele - sunt frecvente si se gasesc la mai mult de 1 % din populatia generala, atunci ele se constituie ca polimorfisme genetice În contrast, alelele cu o frecventa mai mica decât 1% sunt numite, prin conventie, variante rare Aceste denumiri au fost alese pentru a permite diferentierea lor de mutatii, termen care implica per se un efect negativ asupra proteinei si, respectiv, asupra caracterului fenotipic corespunzator, desi mecanismul de producere este similar In prezent exista tendinta unificarii tuturor acestor termeni sub denumirea larga de variante genetice Polimorfismele genetice sunt responsabile pentru cea mai mare parte din diversitatea si individualitatea fenotipica observata în cadrul speciei umane Aceste variatii genetice pot fi localizate oriunde în genom, atât în interiorul genelor, cât si în regiunile intergenice Evident, numai acele polimorfisme existente la nivelul genelor au potentialul de a asocia modificari fenotipice De aceea, primele polimorfisme genetice au fost identificate indirect, prin studiul variatiilor existente la nivelul proteinelor codificate Ulterior a devenit însa clar ca acest fenomen este mult mai amplu, deoarece toate polimorfismele rezulta, în ultima analiza, prin modificari în secventa ADN Dincolo de interesul teoretic, mai ales în studiile de genetica populationala (vezi capitolul 7), identificarea sistematica a polimorfismelor umane s-a dovedit a avea numeroase aplicatii practice; vom mentiona doar utilizarea lor * în transfuzii sanguine si transplante, * identificarea de persoane, * stabilirea paternitatii, * diagnosticul genotipic indirect prin folosirea unor markeri genetici 1 POLIMORFISME PROTEICE Primele informatii privind diversitatea genetica dintre indivizii umani au fost obtinute prin studiul variantelor proteice existente în populatie Primele polimorfisme au fost identificate înca de la începutul secolului trecut prin analiza asa-numitelor antigene de grup sanguin, precum cele din sistemele ABO si Rh Ulterior au fost evidentiate si alte polimorfisme antigenice, prin studiul unor sisteme mai rare de grup sanguin (MNSs, Lutheran, Lewis, Xg etc) si, mai recent, a sistemului HLA, considerat cel mai polimorfic sistem genetic uman (vezi capitolul 16) Prin studiul mobilitatii electroforetice, activitatii enzimatice si a diferitelor proprietati fizico-chimice s-a evidentiat polimorfismul unor proteine serice (haptoglobina, transferina, alfa-1-antitripsina, imunoglobulinele, ceruloplasmina etc), al unor enzime eritrocitare (fosfatza acida-1, G6PD, esteraza D, fosfoglucomutaze), serice (colinesteraza-1, TGP, etc), tisulare (alcool dehidrogenaza, acetil-transeraza hepatica, etc) A devenit astazi clar ca doi indivizi alesi la întâmplare din populatia generala pot prezenta diferente structurale la nivelul a circa 20% din totalul proteinelor Cu cât indivizii sunt mai îndepartati din punct de vedere genetic (grupuri etnice diferite), cu atât gradul de diversitate este mai pronuntat Toate sistemele genetice polimorfice se gasesc în populatie în mai multe variante; un individ poseda însa numai o anumita varianta dintr-un sistem Datorita numarului mare de sisteme polimorfice (>30) si de variante în fiecare sistem, se pot realiza un numar imens de combinatii si fiecare individ poseda o combinatie specifica de variante, este un unicat biologic Se poate presupune firesc faptul ca fiecare persoana de pe aceasta planeta (exceptând gemenii monozigoti) are o structura genetica unica Aceste date au demonstrat fara echivoc conceptul de "individualitate chimica" emis de catre Sir Archibald Garrod cu un secol în urma Întelegerea individualitatii genetice si biologice este piatra fundamentala a abordarii genetice în medicina practica, exprimata prin dictonul: "nu exista boli ci numai bolnavi" Având în vedere valoarea istorica cât si valoarea practica deosebita, vom prezenta, succint, în continuare câteva elemente care stau la baza diversitatii sistemelor de grup sanguin ABO si Rh si a proteinei serice alfa1-antitripsina 1 1 POLIMORFISMUL SISTEMULULUI DE GRUP SANGUIN ABO Sistemul de grup sanguin ABO a fost descris pentru prima data de catre Landsteiner în 1900 iar premiul Nobel pe care l-a primit se justifica prin rolul major pe care îl are sistemul ABO în transfuziile de sânge si transplanturile de organe Landsteiner a descris patru "tipuri" de sânge la om determinate de prezenta pe suprafata eritrocitelor a antigenelor A si B si a anticorpilor corespunzatori anti-A si anti-B în ser Exista patru fenotipuri majore: O, A, B si AB: tipul A este caracterizat prin prezenta antigenelor A si a anticorpilor anti-B, tipul B prin prezenta antigenelor B si a anticorpilor anti-A, tipul AB prin prezenta ambelor antigene si absenta celor doi anticorpi, iar tipul O prin absenta antigenelor si prezenta celor doi anticorpi Datorita acestui tip de corelatie între antigene si anticorpi, transfuziile de sânge se recomanda a se efectua numai izogrup Bazele moleculare ale sistemului de grup ABO au început a fi întelese relativ recent Antigenele de grup ABO sunt de fapt molecule de glicoproteine care sunt atasate la suprafata eritrocitara Ceea ce determina diferenta dintre antigene este nu componenta proteica, care este relativ identica, ci o serie de grupari glucidice atasate (vezi capitolul 4 B 5 si figura 4 11) Prima etapa în formarea acestor antigene este rezultatul interventiei unei enzime numita fucozil transferaza (codificata de gena FUT1 localizata pe cromosomul 19) care determina aditia unor grupari de fucoza la miezul proteic Rezultatul acestei etape este formarea antigenului H Etapa a doua este catalizata de enzima glicozil transferaza (codificata de gena ABO de pe cromosomul 9) care prezinta în populatia generala doua variante alelice majore, codominante, A si B si o varianta recesiva, O Varianta alelica A determina aditia la antigenul H a unui rest de N-acetilgalactozamina, cu formarea antigenului A, în timp ce varianta alelica B are afinitate mai crescuta pentru aditia unui rest de D-galactoza, ceea ce transforma antigenul H în antigen B La persoanele de grup sanguin O glicozil transferaza nu este functionala si, ca urmare, eritrocitele vor prezenta pe suprafata lor antigene H Au fost identificate si persoane care prezinta mutatia homozigota a genei FUT1 Acesti indivizi nu sunt capabili sa realizeze prima etapa în formarea antigenelor de grup ABO si, ca urmare, indiferent ca din punct de vedere genetic prezinta sau nu alele A si/sau B ale glicozil transferazei, ele nu vor putea conduce la formarea antigenelor A si B (fenotip Bombay) Acesti indivizi prezinta în ser anticorpi anti-A si anti-B si, ca urmare, din punct de vedere serologic nu pot fi diferentiati de indivizii cu grup O Analiza genetica a indivizilor cu grup Bombay a evidentiat aspectul omogen, cu prezenta aceleiasi mutatii punctiforme T725G care inactiveaza FUT1, asociata cu deletia genei invecinate FUT2 care este responsabila de secretia antigenelor de grup sanguin în saliva (caracterul secretor) Odata cu clonarea genei glicozil transferazei a putut fi analizat substratul molecular al diferentelor care exista între alelele A, B si O Între secventa alelelor A si B exista o diferenta de patru nucleotide care produc modificari de secventa a aminoacizilor ce modifica specificitatea glicozil transferazei codificata de gena ABO Alela O are deletia unei perechi de baze care produce o mutatie cu schimbarea cadrului de lectura ce suspenda activitatea transferazei mutante Deci micile modificari genetice conduc la substitutia unor aminoacizi din structura enzimei, care vor determina modificarea afinitatii pentru resturile glucidice In fapt au fost evidentiate numeroase subgrupuri sanguine precum A2, Ax sau B3 determinate de asemenea de diferente genetice la nivelul regiunilor codante si producerea a peste 70 de alele Se adauga si variatii genetice la nivelul regiunilor reglatorii 5' si 3' precum si numeroase variatii genetice la nivelul intronilor 1 2 POLIMORFISMUL SISTEMULUI DE GRUP SANGUIN Rh Denumirea sistemului Rh provine de la maimutele Rhesus care au fost utilizate în experimentele ce au dus la descoperirea sistemului de catre Diamond si Blackfan în 1932 Sistemul Rh este important pentru rolul sau în transfuziile de sânge si în boala hemolitica a noului nascut Din punct de vedere fenotipic populatia generala este împartita în doua categorii majore: indivizi Rh pozitivi care exprima pe suprafata eritrocitelor antigenul RhD (aproximativ 85% din populatia caucaziana) si indivizi Rh negativi care nu exprima acest antigen (15%) Spre deosebire de sistemul ABO indivizii Rh negativi nu prezinta spontan anticorpi anti RhD în ser În schimb, acesti anticorpi se pot dezvolta ca urmare a contactului cu sângele Rh pozitiv care determina imunizarea invivizilor respectivi Acest proces are o semnificatie deosebita în cazul transfuziilor de sânge si în cazul bolii hemolitice a nou-nascutului Boala hemolitica a nou-nascutului este o afectiune care poate aparea la copii Rh pozitivi nascuti din mame Rh negative În mod normal, în cursul sarcinii, mici cantitati de sânge fetal pot traversa bariera placentara determinând imunizarea mamei Rh negative Anticorpii materni necesita un interval de timp pentru formare, astfel încât, de regula, prima sarcina decurge fara probleme Atunci când mama a fost imunizata anterior primei sarcini, sau în cursul unei a doua sarcini cu feti Rh pozitivi, anticorpii anti RhD de la mama pot traversa bariera placentara catre fat, în special spre sfârsitul sarcinii, determinând hemoliza eritrocitelor fetale Rezultatul este icterul pronuntat si, în formele severe, insuficienta cardiaca congestiva Afectiunea poate fi prevenita în prezent prin administrarea la femeile Rh negative de imunoglobuline împotriva anticorpilor anti-RhD dupa fiecare sarcina cu fat Rh pozitiv Studiile de genetica au evidentiat faptul ca sistemul Rh este unul dintre cele mai polimorfice sisteme de grup sanguin, cu peste 45 de antigene independente Exista trei gene majore care sunt implicate în producerea acestui sistem: gena RHD ce codifica proteina RhD (purtatoare a antigenului RhD) si gena RHCE care codifica proteina RhCcEe (purtatoare a antigenelor C sau c si E sau e) sunt localizate pe bratul scurt al cromosomului 1, în timp ce gena RHAG (Rh associated glycoprotein) este localizata pe cromosomul 6p Proteinele Rh poarta antigenele Rh, dar sunt exprimate pe suprafata eritrocitelor numai daca proteina RhAG este de asemeni prezenta La toate acestea se adauga si o serie de proteine Rh accesorii si toate împreuna formeaza "complexul Rh" Indivizii Rh pozitivi prezinta antigenul major al acestui sistem, RhD Indivizii Rh negativi prezinta de regula o deletie a întregii gene RHD În schimb, diferentele care exista între alelele C si c, respectiv E si e sunt rezultatul unor polimorfisme mononucleotidice care conduc la substitutia unor aminoacizi în structura proteinei RhCcEe 1 3 POLIMORFISMUL ALFA1 -ANTITRIPSINEI Alfa1-antitripsina este o proteinã sericã importantã cu actiune inhibitoare asupra unor enzime proteolitice specifice cum sunt: tripsina, chimotripsina sau elastaza pancreaticã Tinta sa principalã este elastaza leucocitarã, enzimã care în lipsa inactivãrii de cãtre alfa1-antitripsinã, distruge proteinele tesutului conjunctiv pulmonar, în special elastina, determinând dezorganizarea alveolelor pulmonare Deficienta în alfa1-antitripsinã produce o forma severa de emfizem pulmonar (boala pulmonara cronica obstructiva), cu debut precoce Locusul genei care codificã alfa1-antitripsina, cunoscut sub numele de PI (protease inhibitor) este situat la nivelul cromosomului 14 si prezintã un înalt polimorfism Unele variante alelice sunt mai frecvente în populatie (10-75%), altele mai rare Cele mai frecvente alele (M1, M2, M3) codificã variante proteice diferite structural dar cu functie normalã Alte alele rare (Z si S) specificã variante proteice cu activitate inhibitorie proteazicã semnificativ redusã, ceea ce duce la aparitia unor manifestãri clinice Principala semnificatie medicalã a polimorfismului alfa1-antitripsinei este legatã de alelele care determinã o deficientã în sinteza si activitatea acestei proteine Cea mai importantã dintre acestea este alela Z, având o frecventã de 1-2% în populatie Indivizii cu genotip Z/Z prezintã o concentratie plasmaticã mult mai redusã (circa 15%) si un risc crescut de boalã pulmonarã obstructivã, instalatã la adultul tânãr, astm bronsic, ciroza hepatica171 Deficienta alfa1-antitripsinei prezintã frecvente diferite în populatie, de la aproximativ 1/2000 - 1/8000 în populatia caucazianã la frecvente mult mai reduse în populatia de culoare si la asiatici Si alte variante genotipice, cum ar fi statusul heterozigot pentru alelele S sau Z pot avea semnificatie clinicã, determinand predispozitie pentru afectare pulmonarã mai ales la fumãtori 2 POLIMORFISME ADN Dupa cum am precizat anterior, analiza la nivel proteic permite identificarea numai a unei minoritati a polimorfismelor genetice si anume a acelora care determina modificarea secventei aminoacizilor Însa în interiorul genelor exista "variatii genetice sinonime", care nu pot fi identificate pe baza modificarilor fenotipice În plus, variatii de secventa nucleotidica a unor segmente/regiuni de ADN exista si în regiunile intergenice iar frecventa acestor polimorfisme intergenice o depaseste de regula pe cea din interiorul genelor, deoarece în acest caz nu exista nici o presiune de selectie Exista mai multe tipuri de polimorfisme ADN Cea mai simpla forma este reprezentata de polimorfismele mononucleotidice (SNP - single nucleotide polymorphism) Acestora li se adauga polimorfismele existente la nivelul unor repetitii nucleotidice simple (de la unul pâna la sase nucleotide) care intra în componenta microsatelitilor sau polimorfismele prezente la nivelul minisatelitilor Toate aceste tipuri de variatii în secventa ADN se coreleaza cu polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie 2 1 POLIMORFISMUL LUMGIMII FRAGMENTELOR DE RESTRICTIE Enzimele de restrictie (vezi capitolul 3 C 1 1) recunosc o secventa nucleotidica specifica si sectioneaza ADN la acest nivel Clivarea moleculei de ADN cu o anumita enzima de restrictie "fragmenteaza" ADN într-un numar definit de fragmente, de o anumita lungime, corespunzatoare distantei dintre doua situsuri de restrictie Modificarile de secventa nucleotidica care vor produce abolirea unui situs de restrictie, crearea unui situs nou sau schimbarea "distantei" dintre doua situsuri (prin deletie sau insertie nucleotidica) vor modifica lungimea fragmentelor de restrictie (acestea sunt evidentiate prin Southern blot, dupa hibridarea cu o sonda corespunzatoare unei parti din fragmentul respectiv, vezi 3 C 3 1) (figura 6 35) Aceste variatii ale ADN au fost numite polimorfisme ale lungimii fragmentelor de restrictie - RFLPs (de la restriction fragment length polymorphisms; se pronunta "reflips") Fragmentele de lungimi diferite constituie alele codominante ale locusului ADN respectiv În practica, RFLPs se folosesc în diagnosticul genotipic indirect deoarece anumite alele ale unui locus marker se pot transmite strâns înlantuite cu o alela mutanta (vezi capitolul 9) 2 2 POLIMORFISMELE MONONUCLEOTIDICE (SNP) SNP reprezinta forma cea mai frecventa a polimorfismelor ADN (în medie 1 la 1000 baze, dar frecventa poate fi mai înalta în anumite regiuni precum insulele CpG - 1 la 100 sau mai redusa în interiorul unor gene - 1 la 2500 baze) SNP situate în regiunile intergenice sau cele sinonime din cadrul genelor nu sunt supuse selectiei naturale Pe de alta parte, modificarile nonsinonime pot fi supuse unor asemenea efecte, iar persistenta lor în populatie poate reflecta o serie de avantaje selective si poate explica o buna parte din diversitatea fenotipica existenta în populatia umana Având în vedere acest fapt s-au depus eforturi considerabile pentru cartografierea si caracterizarea acestor polimorfisme In anul 2001 o serie de organizatii publice si private precum Celera Genomics, Incyte Genomics, Sanger Institute si Washington University au initiat un proiect comun de realizare a unei harti a acestor SNP la nivelul întregului genom La aceasta s-au adaugat eforturile International SNP Map Working Group (http://www ncbi nlm nih gov/SNP/) care au condus la identificarea pâna în prezent a cira 3 milioane SNP Exista numeroase metode de identificare a SNP Cu valoare istorica se poate mentiona tehnica RFLP care permite evidentierea efectului indirect pe care asemenea SNP îl pot avea asupra unor situsuri de restrictie ale enzimei utilizate (aparitia sau anularea unor situsuri de restrictie determina lungimi diferite ale fragmentelor ADN în urma digestiei ADN genomic cu o enzima de restrictie) Utilizarea enzimelor de restrictie permite însa acoperirea unei mici parti (sub 5%) din întreaga secventa a ADN uman si, de aceea, a fost necesara dezvoltarea unor tehnici noi, precum electroforeza in gel cu gradient denaturant (DGGE), analiza heteroduplexurilor, microcipuri si secventializarea Studiul SNP este utilizat în prezent în câteva directii majore: * Localizarea genelor de susceptibilitate pentru caracterele multifactoriale (vezi tabelul 6 8) bazata pe studii de dezechilibru ale înlantuirii si studii de asociere a haplotipurilor (vezi capitolul 3 D) Tabelul 6 8 Exemple de boli asociate cu unele SNP Boala Gena Proteina codificata Astmul bronsic EDN1 NOS1 Endotelina 1 Nitric oxid sintetaza 1 Aritmiile cardiace KCNQ1 Proteina canal de potasiu Artrita idiopatica MIF Factorul de inhibare a macrofagelor Cancerul pulmonar MMP1 Metaloproteinaza matriceala 1 Ciroza biliara MBL Proteina de legare a manozei Diabetul zaharat tip II STX1A Sintaxina 1A Hipertensiunea arteriala TAF1 Inhibitorul fibrinolizei activat de trombina Lupusul eritematos sistemic PRL Prolactina Migrena INSR Receptorul insulinic * Farmacogenetica care încearca sa individualizeze tratamentul fiecarui pacient în functie de individualitatea sa genetica Un rol major în aceste studii îl are în special identificarea si întelegerea efectelor pe care asemenea SNP le au asupra modularii activitatii enzimelor implicate în metabolizarea medicamentelor * Cercetarile privind evolutia speciei umane din punct de vedere biologic (similitudinea cu alte specii) si istoric (migratia populatiilor) 2 3 POLIMORFISMELE MICROSATELITILOR SI MINISATELITILOR ADN Aceste polimorfisme ADN au fost prezentate deja în capitolul 2 C Minisatelitii (numiti si VNTR - variable number of tandem repeat) sunt reprezentati de multiple copii (ale unei secvente de 10-100 nucleotide, numita minisatelit) care sunt dispuse în tandem, între doua situsuri de restrictie Unii minisateliti sunt extrem de polimorfici, putând prezenta în populatia generala câteva zeci de alele, diferite prin numarul de repetitii si deci marimea fragmentului de restrictie în care se afla minisatelitul Deoarece secventa de baza ("miezul") a unui minisatelit poate fi adeseori destul de asemanatoare la nivelul a numerosi loci, aceasta a permis dezvoltarea unor tehnici care fac posibila analiza simultana a mai multor loci folosind o singura sonda Se realizeaza un model de distributie caracteristic unei anumite persoane, cunoscut sub numele de amprenta ADN (DNA fingerprinting) În principiu ADN genomic este supus digestiei cu o enzima de restrictie dupa care este utilizata metoda Southern blot în care un fragment minisatelitic este utilizat drept sonda (vezi figura 6 35) Microsatelitii reprezinta secvente repetitive simple, cele mai frecvente forme fiind repetitiile dinucleotidice, trinucleotidice si tetranucleotidice care apar în medie cu o frecventa de 1 la fiecare 10 kb Microsatelitii umani au un grad crecut de polimorfism, cu circa 10 alele diferite per locus în populatie, ceea ce face ca gradul de heterozigozitate pentru majoritatea acestora sa depaseasca 80% Aceasta caracteristica a permis utilizarea lor în alcatuirea primelor harti genomice De asemenea înlantuirea genetica a unor microsateliti cu o anumita gena este utilizata pentru diagnosticul indirect al purtatorilor unor mutatii cauzatoare ale unor boli genetice 2 4 APLICATIILE PRACTICE MEDICALE A POLIMORFISMELOR ADN Polimorfismele genetice sunt amplu folosite în toate cercetarile de genetica medicala deoarece permit diferentierea diferitelor alele ale unei gene sau a diferitelor segmente de ADN genomic Calitatea de markeri genetici a fost utilizata pentru cartografierea genica prin analize de înlantuire, diagnosticul prenatal sau presimptomatic al unor boli genetice,depistarea heterozigotilor purtatori de gene recesive, identificarea persoanelor cu risc crescut sau scazut pentru anumite boli comune ale adultului, tipare tisulara pentru transplante de organe, teste de paternitate, identificare persoanelor Genetica medicala se preocupa nu numai de stabilirea unui diagnostic corect al bolii unui pacient, dar si de evaluarea riscului de recurenta a afectiunii la rudele sale În aceasta actiune, specifica geneticii medicale, trebuie luate în considerare atât frecventa genelor mutante cât si genotipurile persoanelor din populatia generala care se casatoresc cu membrii familiei bolnavului Prin urmare, în genetica medicala, la evaluarea unui pacient, se va tine cont atât de familie sa cât si de populatia careia îi apartine A FRECVENTA GENELOR SI GENOTIPURILOR ÎNTR-O POPULATIE 1 DEFINITIA SI OBIECTIVELE GENETICII POPULATIILOR Prin populatie se întelege un grup (o comunitate) de indivizi cu o constelatie comuna de gene, care traiesc în acelasi habitat si se împerecheaza la întâmplare (în panmixie), fara selectia partenerilor de sex opus, pentru a produce descendenti Fiecare organism primeste de la parintii sai, prin genele gametilor, informatiile necesare pentru formarea si dezvoltarea sa În acest mod, membrii unei populatii umane mostenesc si transmit gene asemanatoare Totalitatea genelor existente la un moment dat în populatie alcatuiesc constelatia sau fondul comun de gene ("gene pool" în limba engleza) Indivizii reprezinta "asocieri temporare si specifice (unice) ale unor gene" din constelatia de gene caracteristica populatiei Din acest punct de vedere populatia biologica este mai curând "o populatie de gene" decât un grup de indivizi; populatiile pot fi deci descrise în termeni de frecventa a diferitelor gene alele si genotipuri, care genereaza anumite fenotipuri De exemplu, în populatia britanica frecventa relativa a genotipurilor grupului sanguin MN este urmatoarea: M/M -28%, NN - 22% si M/N - 50% Grupele si subgrupele populationale se deosebesc unele de altele prin constelatia specifica (fondul) de gene, determinata de frecventele diferite ale alelelor multor loci Exemplele sunt numeroase dar deocamdata vom mentiona doar câteva: - în sistemul polialelic al grupului sanguin ABO, alela B predomina în populatia asiatica si frecventa ei scade de la est spre vest; alela A predomina în vestul Europei, iar alela O în populatia africana; - sicklemia este frecventa în Africa, mucoviscidoza predomina în populatia alba din Europa si SUA, deficienta în aldehid dehidrogenaza 1 este comuna în populatia asiatica; boala Tay Sachs are o frecventa ridicata la grupurile de evrei Ashkenazi; coroideremia este comuna în Finlanda; distrofia miotonica în Quebec, etc În populatie, genele formeaza numeroase combinatii care interactioneaza si se influenteaza reciproc Între gene se stabilesc relatii alelice si nonalelice care fac ca ansamblul lor sa fie integrat (coadaptat) Acest fapt confera constelatiei genice a populatiei o puternica coeziune Împerecherea întâmplatoare (panmictica) a indivizilor din populatie produce un schimb permanent de gene, care, printr-o continua recombinare si segregare meiotica, genereaza la descendenti o heterozigotie perpetua si masiva Aceasta mare bogatie genotipica determina în populatie o intensa variabilitate genetica Ea explica unicitatea genetica a fiecarei persoane si vigurozitatea, adaptabilitatea si vitalitatea populatiei Exceptând partial omul, la celelalte specii individul are un rol neînsemnat în evolutie; rolul decisiv revine populatiei aceasta reprezentând unitatea majora a evolutiei Populatia biologica este deci o populatie de gene, o unitate de reproducere panmictica si o unitate de evolutie Genetica populatiior umane studiaza frecventa genelor si proportiile relative ale diferitelor genotipuri în interiorul unei populatii, precum si factorii care mentin sau modifica frecventa lor de la o generatie la alta Evaluarea acestor parametri este utila pentru: * definirea structurii genetice caracteristice populatiei respective, prin frecventa specifica a unor gene mutante si boli genetice; existenta unor alele mutante specifice unei populatii are importanta pentru întelegerea originii bolilor genetice si furnizeaza informatii utile pentru diagnosticul bolii în populatiile cu risc crescut; * sfatul genetic, prin cunoasterea frecventei diferitelor genotipuri în populatie; de exemplu, evaluarea incidentei heterozigotilor sanatosi purtatori ai unei gene recesive (Na) si calcularea riscului de aparitie în descendenta a unor copii afectati (aa); * aprecierea necesitatilor medico-socio-economice prin evaluarea frecventei genotipurilor anormale în populatie; de exemplu, evaluarea rentabilitatii programelor de depistare genetica într-o anumita populatie Genetica populatiilor are multe elemente comune cu epidemiologia care studiaza interrelatiile dintre factorii genetici si de mediu, determinante ale frecventei si distributiei bolilor în colectivitatile umane Cele doua domenii formeaza împreuna epidemiologia genetica care se ocupa îndeosebi de bolile multifactoriale, frecvente în viata adultului 2 LEGEA HARDY-WEINBERG Conceptul cel mai important în genetica populatiilor este legea descrisa în 1908 de catre Hardy si Weinberg Aceasta lege explica de ce într-o populatie vasta, în interiorul careia uniunile (împerecherile) sunt aleatorii (la întâmplare sau panmictice), frecventele alelice nu variaza de la o generatie la alta Datorita raporturilor de dominanta si recesivitate care se stabilesc între genele alele ar fi de asteptat ca frecventa fenotipurilor dominante sa fie mai mare si sa creasca pe seama celor recesive Astfel, în medie, 3/4 din descendentii a doi heterozigoti (An+An) vor manifesta caracterul dominant si numai 1/4 vor avea caracterul recesiv În realitate, în populatiile mari si panmictice aceste fenomene nu se observa si populatia este în stare de echilibru deoarece proportia relativa a diferitelor genotipuri ramâne constanta (stabila) de la o generatie la alta Pentru a demonstra legea Hardy si Weinberg presupunem ca un anumit locus autosomal "A" are doua gene alele "A" si "a" Daca notam cu "p" frecventa genei "A" si cu "q" frecventa genei "a" atunci suma totala a alelelor locusului A într-o populatie data este p + q = 100% Deoarece frecventele aelice sunt exprimate de obicei ca o fractie a unitatii, relatia se poate scrie si p + q = 1 Cele doua gene alele "A" si "a" vor alcatui trei genotipuri: AA, Aa si aa Indivizii din populatie poseda unul din aceste genotipuri Ei vor produce gameti ce contin numai gena "A" sau "a" Gametii purtatori ai acestor gene vor fi în aceeasi proportie - p si q - ca si frecventele alelice în populatie Prin unirea aleatorie (independenta de genotip si de fenotip) a indivizilor si deci a gametilor masculini si feminini ce contin fie gena "A" fie gena "a" (cu frecventele p si q) rezulta în descendenta (F1) indivizi cu unul din urmatoarele trei genotipuri posibile: AA, Aa, aa (tabelul 7 1) Frecventele acestor genotipuri va fi p2, 2pq si q2 fiind o extensie a binomului (p+q)2, iar suma frecventelor lor egala cu 1 O populatie în care distributia genotipurilor este binomiala se afla în echilibru genetic Tabel 7 1 Frecventa genotipuriilor realizata de alelele A si a ale locusului autosomal A Gameti masculini A (p) a (q) Gameti feminini A (p) AA (p2) Aa (pq) a (q) Aa (pq) aa (q2) Frecventa totala a genotipurilor la descendenti = p2 + 2pq + q2 = (p + q)2 = 1 În generatia urmatoare, fiecare din cele trei genotipuri paterne se poate asocia cu fiecare din cele trei genotipuri materne (tabelul 7 2) Genotipurile ce rezulta la descendenti din fiecare uniune precum si frecventa lor este prezentata în tabelul 7 3 Din aceste încrucisari rezulta descendenti cu genotipurile AA, Aa si aa Frecventele lor (calculate pe baza datelor din tabelul 7 3) sunt p2, 2pq si q2 Tabel 7 2 Frecventa diferitelor încrucisari parentale Genotipuri paterne AA (p2) Aa (2pq) aa (q2) AA (p2) AA x AA (p4) AA x Aa (2p3q) AA x aa (p2q2) Genotipuri materne Aa (2pq) Aa x AA (2p3q) Aa x Aa (4p2q2) Aa x aa (2pq3) aa (q2) aa x AA (p2q2) aa x Aa (2pq3) aa x aa (q4) Tabelul 7 3 Frecventa diferitelor genotipuri la descendenti Încrucisari parentale Descendenti Tipuri Frecventa AA Aa aa AA x AA p4 p4 - - AA x Aa 4p3q 2p3q 2p3q - AA x aa 2p2q2 - 2p2q2 - Aa x Aa 4p2q2 p2q2 2p2q2 p2q2 Aa x aa 4pq3 - 2pq3 2pq3 aa x aa q4 - - q4 AA = p4 + 2p3q + p2q2 = p2(p2 + 2pq + q2) = p2(p + q)2 = p2(1)2 = p2 Total descen-denti Aa = 2p3q + 2p2q2 + 2p2q2 + 2pq3 = 2pq (p2 + 2pq + q2) = 2pq (p+q)2 = 2pq(1)2 = 2pq aa = p2q2 + 2pq3 + q4 = q2(p2 + 2pq + q2) = q2(p + q)2 = q2(1)2 = q2 Se observa ca frecventa fiecarui genotip (AA, Aa, aa) în generatia a doua (F2) este aceeasi (p2, 2pq, q2) ca si în prima generatie; la fel se întâmpla si cu frecventele genelor alele, deoarece p2 + 2pq + q2 = 1, deci (p + q)2 = 1 sau p + q = 1 Pe baza datelor prezentate mai sus se poate enunta legea Hardy-Weinberg: "într-o populatie panmictica cu efectiv nelimitat, frecventele initiale p si q ale alelelor A si a se mentin constante din generatie în generatie; acest lucru este valabil si pentru frecventa genotipurilor AA, Aa, aa care vor fi în proportie de p2 : 2pq : q2 O astfel de populatie, cu frecvente genice stabile, este în stare de echilibru" Din demonstratia si enuntul legii se remarca faptul ca Hardy si Weinberg au explicat baza frecventei constante a genelor ca o aplicatie a teoremei binomiale (p + q)n, unde p si q sunt probabilitatile de producere a doua evenimente alternative (cele doua gene alele), iar n numarul alelelor pentru un locus dat172 O populatie care demonsteaza relatiile/caracteristicile de baza ale legii Hardy-Weinberg este considerata a fi în echilibru Hardy-Weinberg Acest echilibru a fost clar demonstrat mai sus pentru un locus autosomal bialelic Pentru un locus legat de X situatia este putin diferita în sensul ca echilibrul nu se realizeaza dupa prima generatie de încrucisari întâmplatoare; el este obtinut, într-o maniera oscilatorie, dupa un numar de generatii întrucât transmiterea ereditara difera la barbati si femei (barbatii mostenesc unicul X de la mamele lor si îl transmit fiicelor; cromosomii XX de la femei provin însa de la ambii parinti) Când se realizeaza echilibrul genic, el este mentinut în generatiile urmatoare În aceste conditii, frecventa genica este aceeasi la ambele sexe, frecventa barbatilor afectati (hemizigoti XaY) este egala cu aceea a genei alele mutante (Xa) în timp ce frecventele genotipice la femei (XX) sunt la fel ca si în cazul unui locus autosomal Legea Hardy-Weinberg este valabila numai în anumite conditii: * populatiile sunt mari; * încrucisarile au loc la întâmplare si nu exista casatorii preferentiale sau consanguine; * nu se produc mutatii ale locusului analizat sau rata mutatiilor este constanta (alelele mutante pierdute prin deces sunt înlocuite prin mutatii noi); * nu exista selectie fata de un anumit fenotip; toate genotipurile unui locus au o viabilitate si o fertilitate egala; * nu se produc migratii care sa modifice structura genetica a populatiei Asa cum vom vedea, aceste conditii nu sunt totdeauna realizate în toate populatiile umane dar amploarea factorilor ce intervin este limitata, modificarile frecventei genelor sunt echilibrate fie la nivelul initial, fie la un nou nivel Astfel legea Hardy-Weinberg ramâne relativ valabila si poate fi aplicata în practica geneticii medicale, pentru a estima frecventele alelice 3 APLICATIILE MEDICALE ALE LEGII HARDY-WEINBERG 3 1 OBTINEREA UNOR DATE DESPRE FRECVENTA GENICA UTILE PENTRU REALIZAREA SFATULUI GENETIC În realizarea sfatului genetic si deci pentru calcularea riscului genetic este util sa cunoastem genotipul unei persoane, în functie de datele sale familiale si, în special, de gradul de rudenie cu un bolnav cu o afectiune genetica, precum si frecventa genotipurilor corespunzatoare în populatia din care provine partenerul de cuplu a persoanei respective, calculate conform legii Hardy-Weinberg a Boli autosomal dominante În afectiunile autosomal dominante frecventa (q2) a homozigotilor (AA) este foarte mica comparativ cu frecventa (2pq) a heterozigotilor afectati (tabelul 7 5 ); în aceste conditii frecventa q a genei mutante dominante (A) este extrem de mica fata de frecventa (p) a genei normale (n) De exemplu, în hipercolesterolemia familiala frecventa bolnavilor homozigoti (q2) este 1 : 1 000 000, iar a celor heterozigoti (2pq) ete 1 : 500 Frecventa (q) a genei mutante este 1 : 1 000 sau 0 001 iar frecventa (p) a genei normale este p = 1 - q = 0,999, deci aproximativ egala cu 1 Pentru practica medicala se poate conchide ca aproape orice pacient cu o boala autosomal dominanta este heterozigot (bolnavii homozigoti pot fi excluti din calcul) si deci frecventa bolii este aproximativ egala cu frecventa heterozigotilor În acest caz, frecventa genei mutante dominante este jumatate din frecventa bolnavilor heterozigoti (2pq sau 2q deoarece p=1) b Boli autosomal recesive Cunoscând frecventa (q2) a bolnavilor (aa) se pot calcula frecventele (q) genei mutante recesive q = (frecventa bolnavilor)1/2, frecventa (p) genei normale si frecventa heterozigotilor (2pq) De exemplu, frecventa (q2) a bolnavilor cu mucoviscidoza în Europa este de circa 1/2500; rezulta ca frecventa (q) genei mutante recesive (a) este q = (1/2500)1/2 = 1/50 = 0,02 Frecventa alelei normale (N) este p = 1 - q = 1- 1/50 = 49/50 = 0,98 Frecventa heterozigotilor (2pq) este egala cu 2 x 49/50 x 1/50 = 1/25, deci 4% din populatie Acest lucru are o importanta deosebita pentru sfatul genetic acordat persoanelor din familia unui bolnav cu mucoviscidoza Pentru afectiunile autosomale recesive rare (q2 2000Kb) care o face mai vulnerabila la actiunea agentilor mutageni * Efectul mutatiilor este influentat si în mare masura contrabalansat de selectie, pastrându-se astfel un echilibru genic Mentinerea unei frecvente genice constante se realizeaza prin înlocuirea genelor anormale, pierdute prin deces sau sterilitate într-o generatie, prin mutatii noi în generatia urmatoare Cu cât indicele de fertilitate este mai mic cu atât proportia pacientilor la care boala se produce prin neomutatii este mai mare; asa se întâmpla în distrofia musculara Duchenne sau în acondroplazie; în schimb, în coreea Huntington, la care debutul simptomatologiei clinice este tardiv si fertilitatea cvasinormala, neomutatiile joaca un rol minor în ansamblul cazurilor cu aceasta boala 3 SELECTIA Selectia este unul din factorii importanti care intervin în modificarea frecventei genelor în populatie Ea poate fi naturala, independenta de actiunea omului, sau artificiala, consecinta interventiei sale active Selectia naturala reprezinta actiunea factorilor de mediu asupra fenotipurilor determinate de mutatii noi, pe care le sorteaza, favorizând fenotipurile utile (cu capacitate de adaptare ridicata) pentru individ, populatie si specie Genotipurile dezavantajoase sunt selectate negativ (eliminate) si contribuie cu foarte putine gene la fondul generatiei urmatoare: genotipurile avantajoase sunt selectate pozitiv (mentinute) si contribuie cu un numar mare de gene la generatia urmatoare Astfel, selectia stabileste cota relativa de gene prin care indivizii cu genotipuri diferite contribuie la fondul comun de gene al populatiei în functie de viabilitatea si fertilitatea lor Prin aceasta, selectia este un factor important în modificarea frecventei genelor în populatie Selectia naturala nu trebuie înteleasa ca "o lupta pentru existenta" sau "o supravietuire a celor mai apti" - asa cum era interpretata de catre darwinisti Selectia naturala este o problema de "reproducere diferentiata" (supravietuirea celor mai apti pentru a lasa urmasi) Genotipurile noi realizate prin mutatii nu au aceeasi viabilitate si fecunditate "Aptitudinea biologica de supravietuire si reproducere a indivizilor" (în engleza - fitness) este diferita pentru fiecare genotip; selectia favorizeaza indivizii cu cea mai ridicata capacitate de reproducere si elimina variatiile care slabesc/anuleaza potentialul reproductiv Selectia naturala actioneaza deci prin diminuarea sau cresterea aptitudinii biologice reproductive (fitness) a indivizilor cu mutatii Indicele de fertilitate (f) masoara aptitudinea reproductiva a unui individ si deci contributia sa la fondul genetic al generatiei urmatoare; valoarea lui "f" poate oscila între zero (alela genetic letala, în sensul ca anuleaza fertilitatea, chiar daca modificarea fenotipica nu este letala) si 1 (indicele de fertilitate al alelei normale) Trebuie sa subliniem ca indicele de fertilitate este parametrul cel mai util în compararea diferitelor genotipuri într-o populatie dar el este valabil în contextul unui mediu particular în care exista o diferenta de "fitness" Exista, schematic, patru moduri de actiune a selectiei naturale: * contra mutatiilor dominante autosomale, * contra homozigotilor (sau hemizigotilor) recesivi, * contra heterozigotilor, * în favoarea heterozigotilor Primele trei tipuri duc la o incapacitate în transmiterea genei, prin reducerea duratei de supravietuire si/sau infertilitate Indicele de fertilitate scade, uneori pâna la zero Al patrulea tip de actiune a selectiei naturale favorizeaza heterozigotii comparativ cu ambele tipuri de homozigoti Frecventele actuale ale alelelor mutante sunt rezultatul echilibrului între "pierdere" prin selectie si "câstig" prin mutatii noi ± avantajul selectiv al heterozigotilor (1) Selectia contra mutatiilor dominante autosomale O gena dominanta defavorabila este supusa direct selectiei, deoarece ea se manifesta fenotipic la heterozigoti ca si la homozigoti Selectia actioneaza rapid si transmiterea mutatiei la generatiile urmatoare depinde de aptitudinile de supravietuire si reproducere ale indivizilor ce au mutatia Unele boli autosomal dominante (de exemplu, osteogenesis imperfecta tipul 2; acrocefalosindactilia Apert; diaplazia tanatoforica) sunt letale au "un fitness" zero, si se produc numai prin mutatii noi Alte boli dominante sunt subletale si au o rata de reproducere redusa; de ex, în acondroplazie indicele de fertilitate este 0 20 deci numai 20% din genele pentru acondroplazie trec de la o generatie la alta Restul de 80% gene mutante, necesare mentinerii constante a frecventei acondroplaziei în populatie, provin prin mutatii noi (2) Selectia contra mutatiilor recesive defavorabile În acest caz selectia este mai putin eficienta si foarte lenta deoarece numai o mica proportie a acestor gene sunt prezente si manifesta la homozigoti; marea lor majoritate sunt "ascunse" la heterozigoti, care au un indice de fertilitate normal În cazul mutatiilor recesive ale genelor situate pe cromosomul X selectia se face contra barbatilor hemizigoti În unele boli letale, de exemplu, distrofia musculara Duchenne, barbatii bolnavi nu se reproduc si numai genele prezente la femeile purtatoare sunt transmise generatiei urmatoare Astfel 1/3 din toate genele mutante sunt pierdute în fiecare generatie si, pentru a se pastra frecventa constanta a bolii ele vor fi înlocuite prin mutatii noi În alte boli mai putin severe, de exemplu hemofilia, o parte dintre barbatii afectati se pot reproduce si proportia cazurilor de hemofilie care rezulta prin mutatii noi este de obicei 15% (3) Seletia contra heterozigotilor În cazul sistemului de grup sanguin Rh la femeile Rh negative (dd) se realizeaza o selectie contra fetilor Rh pozitivi, heterozigoti (Dd) care dezvolta boala hemolitica a noului nascut Dar, incompatibilitatea materno-fetala poate fi în prezent prevenita prin administrarea globulinei imune anti-Rh; în felul acesta selectia contra heterozigotilor nu va mai avea loc si, în timp, va creste incidenta alelei recesive Rh-negative (4) Selectia în favoarea heterozigotilor În anumite conditii de mediu heterozigotii pentru anumite boli au un avantaj selectiv fata de ambele tipuri de genotipuri homozigote Aceasta va determina o crestere a frecventei unei gene, care reduce sever supravietuirea si reproducerea la homozigotii recesivi (aa) Exemplul clasic de avantaj selectiv este rezistenta la malarie a heterozigotilor pentru sicklemie (dreponocitoza) În regiunile în care malaria este endemica (de exemplu Africa de Vest) homozigotii normali sunt vulnerabili la infestare si vor avea o fertilitate mai redusa comparativ cu heterozigotii, în eritrocitele carora nu se pot dezvolta protozoarele parazite din genul Plasmodium (întroduse în organism prin întepaturile tântarilor Anopheles) În consecinta, frecventa genei mutante pentru HbS creste în timp, în aceste regiuni Protectia heterozigotilor contra malariei reprezinta o explicatie plauzbila si pentru frecventele crescute ale altor gene mutante în anumite regiuni: hemoblobina C, talasemie, deficienta în G6PD Frecventa crescuta a mucoviscidozei în populatia europeana poate fi datorata unui avantaj selectiv al heterozigotilor (incomplet elucidat) Situatia în care selectia opereaza în doua directii diferite - eliminând genele nocive prin efectul negativ asupra homozigotilor (aa) dar avantajând heterozigotii (Na) - se numeste polimorfism echilibrat deoarece mentine constant raportul dintre genele alele de-a lungul generatiilor Numeroase mutatii în regiunile codante ale unor gene sau modificari în secventa nucleotidica a ADN din regiunile necodante sunt "neutre" din punct de vedere al efectului lor fenotipic Asupra lor nu actioneaza - favorabil sau defavorabil - selectia Si totusi ele s-au fixat în populatie, în absenta selectiei, prin procese genetice "întâmplatoare" Kimura (1978) a formulat "teoria neutrala a selectiei", în esenta ei nedarwiniana; ea nu contesta importanta selectiei dar considera ca aceasta nu reprezinta singurul element care hotaraste soarta mutatiilor 4 POPULATIILE REDUSE a Deriva genetica întâmplatoare Pentru motive diferite (geografice, religioase, politice) un subgrup restrâns dintr-o populatie se poate izola fizic si/sau social de restul populatiei formând un izolat genetic În populatiile mici se poate produce un fenomen care modifica echilibrul Hardy-Weinberg: el este numit deriva genetica întâmplatoare Spre deosebire de populatiile mari, în care variatii în numarul copiilor produsi de indivizi cu genotipuri diferite nu influenteaza semnificativ frecventa genelor, în poplatiile mici asemenea variatii pot modifica, uneori considerabil, aceasta frecventa Daca într-o astfel de populatie, gena "A" este mai frecventa ca alela ei "a" si, din întâmplare, indiizii cu gena "a" nu au copii sau nu o transmit la descendenti, atunci, dupa câteva generatii, gena "a" va disparea iar gena "A" se va fixa mai puternic, deci se va produce o modificare considerabila în frecventa genica Astfel s-ar putea explica frecventa crescuta a unor grupe sanguine si boli genetice în anumite populatii mici, dar deseori este greu de acceptat ca deriva genetica este unica cauza a fenomenului b Efectul de fondator O alta explicatie a incidentei mari a unor afectiuni genetice în anumite populatii este "efectul de fondator" Daca membrii fondatori ai unui subgrup poarta, din întâmplare, o gena mutanta recesiva rara, prin încrucisarile ulterioare în cadrul subgrupei populationale respective se produce o homozigotare frecventa si o crestere a frecventei homozigotilor si deci a incidentei bolii produsa de gena mutanta Se cunosc mai multe exemple: frecventa crescuta a bolii Huntington în regiunea Lacului Maracaibo din Venezuela, a tirozinemiei în Canada franceza sau a porfiriei variegata în Africa de Sud Ultimul exemplu este foarte sugestiv pentru efectul de fondator Populatia alba afrikaner din Africa de Sud a rezultat dintr-un grup mic de imigranti, în special din Olanda, venit în secolul XVII; cresterea numerica a fost exploziva generând circa un milion de indivizi din populatia actuala Unul din membrii fondatori a prezentat porfiria variegata, o boala autosomal dominanta caracterizata prin fotosensibilitate si fenomene neuroviscerale Prin încrucisare preferentiala frecventa bolnavilor este astazi de 3/1000, foarte mare comparativ cu cea din Olanda sau alte tari ale lumii O actiune combinata a derivei genetice si efectului de fondator s-a înregistrat în Finlanda, unde populatia a fost mult timp izolata genetic, geografic, lingvistic si cultural La acest fenomen initial s-a adaugat în ultimile secole o expansiune populationala (de la circa 400000 la aproape 5 milioane) Acestea par sa fie explicatiile posibile ale frecventei crescute în Finlanda a circa 20 de boli genetice, rare în alte zone ale lumii (sindromul nefrotic congenital, aspartil-glicozaminuria, coroideremia etc ) În finalul acestei prezentari vom sublinia ca specificitatea etnica a unor mutatii are implicatii deosebite în aplicarea tehnicilor ADN de diagnostic molecular al bolilor ereditare în anumite populatii, precum si faptul ca mobilitatea relativa a populatiilor actuale va reduce considerabil deriva genetica în viitor 5 MIGRATIILE SI FLUXUL GENIC Migratiile unui grup etnic/populatie dintr-o zona geografica în alta si încrucisarile/ casatoriile mixte cu populatia indigena (cu o structura genetica diferita) pot modifica frecventele alelice în cele doua populatii Se produce fenomenul de flux genic definit ca o difuziune lenta a genelor dincolo de barierele rasiale Procesul implica populatii mari si o modificare gradata în frecventele genice (deosebindu-se net de deriva genetica care produce variatii întâmplatoare în populatii mici) În urma imigrarii, constelatia genica a populatiei gazda se îmbogateste O dovada convingatoare a fluxului genic este scaderea gradata a frecventei grupului sanguin B de la 25-30% în Estul Asiei la 6-8% în populatiile Europei de Vest; ea se datoreaza în mare masura migratiilor istorice de la Est spre Vest ale grupurilor asiatice (în care a aparut prin mutatie alela B a locusului ABO) si amestecului lor cu populatiile europene (care initial nu aveau probabil aceasta gena) Un alt exemplu: s-a observat ca frecventa unei alele mutante specifice ce produce fenilcetonuria este mare în populatia de origine celtica (1/4500 în Irlanda) si scade în alte populatii din nordul si sudul Europei, reflectând migratia geografica a celtilor Gena CCR5 codifica un receptor al citokinelor care serveste ca punct de intrare în celule a virusului imunodeficientei umane (HIV) ce produce SIDA Printr-o deletie de 32 pb în aceasta gena se produce o alela (CCR5del) care codifica o proteina nefunctionala; indivizii homozigoti pentru alela CCR5del nu exprima receptorul pe suprafata celulelor si, în consecinta, sunt rezistenti la infectia cu HIV Frecventa alelei CCR5del scade de la aproximativ 10% în Nord-Vestul Europei la câteva procente în Asia si India, fiind virtual absenta în Africa; aceasta sugereaza ca mutatia a aparut în populatia din Nord-Vestul Europei si a difuzat spre Sud-Est Epidemia de SIDA este prea recenta pentru a afecta frecventa genica; probabil au intervenit alte fenomene: deriva genetica, fluxul genic sau actiunea altui factor selectiv (poate o alta boala infectioasa, cum ar fi ciuma bubonica) În general, se apreciaza ca 70-80% din totalul genelor noi dintr-o populatie sunt gene "imigrate" De aceea, migratia este considerata o sursa importanta de variatii ereditare 6 EFECTELE ACTIUNILOR DISGENICE SI EUGENICE ASUPRA FRECVENTELOR GENICE a Eufenia Eficienta selectiei naturale poate fi influentata prin interventia activa igienico-medicala a omului ("selectie artificiala") Ansamblul actiunilor medicale asupra fenotipului care urmaresc reducerea efectelor expresiei unor gene mutante defavorabile este numit eufenie Astfel se poate realiza o modificare a frecventei genelor prin: * scaderea vârstei reproductive a parintilor, care ar putea reduce numarul subiectilor cu anomalii cromosomice nascuti din femei de peste 35-40 de ani sau al copiilor cu boli prin mutatii genice când tatal a depasit vârsta de 40 de ani; * diminuarea legaturilor consanguine, în special când în familie exista bolnavi cu afectiuni recesive; * limitarea acceptata a reproducerii la persoanele cu risc genetic crescut sau folosirea diagnosticului prenatal si a avortului selectiv; aceste actiuni reduc posibilitatea transmiterii în generatia urmatoare a bolilor autosomale dominante si recesive legate de X; în contrast, restrictia reproducerii nu va avea efecte asupra incidentei bolilor autosomale recesive; * tratamentul medical al bolnavilor cu boli genetice (de exemplu, fenilcetonuria, hipotiroidia) sau multifactoriale (de exemplu diabet zaharat, diferite malformatii congenitale izolate, etc) cu "fitness" nul sau scazut Primele trei categorii de masuri determina o diminuare a frecventei genelor anormale; în schimb, tratamentul medical al bolnavilor cu genopatii, care altadata erau exclusi natural de la reproducere sau aveau o reproducere dificila si limitata, creste "aptitudinile lor reproductive" si determina, în timp, o crestere a frecventei genelor morbide implicate, care altadata erau eliminate Acest efect de relaxare a selectiei este valabil pentru bolile autosomale dominante si legate de X S-a calculat însa ca efectul disgenic al masurilor genetice si medicale actuale este relativ scazut b Eugenia În contextul selectiei "artificiale" este important sa discutam si problema eugeniei Termenul, introdus de Francis Galton (1883) semnifica îmbunatatirea populatiilor umane prin încrucisari selective, preferentiale Eugenia este de fapt controlul optiunilor reproductive ale individului în beneficiul societatii / pentru a realiza un scop social Se poate deosebi o eugenie negativa care limiteaza/interzice reproducerea unor persoane cu caractere defavorabile (de exemplu, indivizi cu handicap fizic, senzorial, psihic) si eugenia pozitiva care urmareste propagarea unor caractere remarcabile prin încrucisare selectiva (de exemplu, inteligenta, în cadrul proiectului aberant de inseminare artificiala cu gametii laureatilor Premiilor Nobel sau, mai recent, clonarea reproductiva) Politica eugenica a devenit populara si a fost implementata în America de Nord si Europa, în primele decenii ale secolului 20, datorita largii acceptari a rasismului si darwinismului social în conceptiile paturii conducatoare ale timpului Eugenia a fost folosita ca suport "stiintific" pentru: politica restrictiva de emigrare, legile prohibitive ale casatoriilor pe baza rasei si uneori a handicapului, legile de sterilizare ale unor persoane cu defecte genetice severe sau pentru exterminarea evreilor si altor minoritati etnice de catre nazisti Aceste actiuni discriminatorii au creat ulterior o benefica "reactie adversa" fata de eugenie Ideile eugenice negative sau pozitive, ferite de exagerari socio-politice, sunt seducatoare Se pune firesc întrebarea: sunt justificate stiintific, pot fi acceptate etic? Cunostiintele actuale din genetica medicala nu aduc un suport stiintific cât de cât consistent programelor eugenice * În cazul eugeniei negative ne vom referi doar la afectiunile recesive Frecventa mare a heterozigotilor arata inconsistenta masurilor preconizate de cei care îsi propun sa "amelioreze" specia umana împiedecând de la procreare bolnavii cu afectiuni genetice recesive Aceste masuri ar suprima un numar foarte mic de gene în raport cu cele transmise de heterozigoti * În cazul eugeniei pozitive exista rezerve stiintifice serioase: este greu de stabilit ce caractere ereditare sunt benefice; genele "pozitive" ale unor oameni dotati se manifesta într-o anumita configuratie genica particulara, deseori unica si deci greu de reprodus la descendenti; formarea gametilor presupune un amplu proces întâmplator de recombinare a genelor parentale; încrucisarea selectiva reduce diversitatea si limiteaza astfel capacitatile de adaptare la modificarile mediului La aceste date genetice, ce contravin eugeniei se adauga si conceptele bioeticii, caci în fond orice program eugenic reprezinta pierderea libertatii personale prin subjugarea intereselor idividului pentru interesele unei societati viitoare Asa cum vom vedea în capitolul 20, dilemele etice ale geneticii sunt mai numeroase dar în rezolvarea lor primeaza de obicei libertatea de optiune a individului Si totusi exista câteva probleme "fierbinti" iar în contextul discutiei eugeniei trabuie sa remarcam faptul ca diagnosticul prenatal, care prin perfectionarea si simplificarea tehnicilor se extinde treptat la un numar tot mai mare de femei gravide, este în fond o modalitate de selectie a embrionilor si de "eradicare" a unor boli prin eliminarea pur si simplu a fetusilor afectati Suntem confruntati cu o noua dilema: "to kill or not to kill - that is a question" Or, misiunea medicilor este de a îngriji înainte de a fi judecatori C ORIGINEA SI EVOLUTIA POPULATIILOR UMANE Originea si evolutia speciei umane este unul dintre subiectele cele mai larg dezbatute în decursul timpului de catre diferite categorii de specialisti care, într-un efort comun, au încearcat sa înteleaga si sa reconstituie pas cu pas procesul complex al devenirii speciei umane În aceasta actiune, tehnologiile geneticii moleculare au deschis recent noi posibilitati de abordare a procesului de evolutie a omului modern Antropologia moleculara a furnizat deja numeroase informatii despre evolutia omului, legaturile sale cu celelalte specii de primate, asemanarile dintre oamenii stravechi si cei actuali, migratiile populatiilor ancestrale sau relatiile dintre populatiile umane actuale Datele obtinute sunt foarte pretioase dar, totusi, insuficiente pentru a rezolva fara echivoc multiplele si complexele probleme ale originii si evolutiei speciei umane Înainte de a prezenta "scenariul" devenirii omului modern, Homo sapiens sapiens, vom preciza ca trasaturile sale morfo-functionale l-au plasat în clasificarile zoologice în ordinul primate, subordinul Antropoide, familia Hominide - fiind înrudit printr-un stramos comun cu maimutele antropoide africane, din familia Pongide, si mai ales cu cimpanzeul ("varul nostru din Africa") 1 DOVEZILE PALEOANTROPLOGIEI În opinia paleoantropologilor, evolutia omului a fost marcata de patru evenimente cheie: trecerea la viata terestra, locomotia bipeda, encefalizarea si civilizatia (cultura) Fiecare dintre aceste evenimente a determinat o serie de noi adaptari morfo-functionale si comportamentale care au orientat evolutia spre omul modern Reconstituirea procesului de evolutie a omului s-a facut pe baza studiului fosilelor scoase la lumina din rocile epocilor geologice Datarea fosilelor, analiza comparativa a caracterelor anatomice si distributia lor geografica au permis paleoantropologilor alcatuirea unei schite a evolutiei omului (figura 7 1), care este - în mod firesc - si incompleta si provizorie Stramosul comun din care au descins maimutele antropoide si hominidele a trait în Africa în urma cu circa 8 milioane de ani Separarea celor doua linii evolutive s-a produs acum 6 milioane de ani Primele forme considerate a se fi înscris pe linia umanizarii (deci cele mai vechi) apartin genului Australopitecus si cuprind un grup de specii care au trait în Africa, acum 4 milioane de ani Australopitecii se caracterizau printr-o capacitate craniana de 400-500 cc, comparabila cu cea a cimpanzeului, dar spre deosebire de acesta aveau mers biped Cel mai mediatizat australopitec este A afarensis, reprezentat de "Lucy", o fosila descoperita în 1974 la Afar, în Etiopia si datata cu o vechime de 3,2 milioane de ani173 O ramura a australopitecilor, a evoluat acum 2 milioane de ani spre reprezentantii genului Homo - stramosii nostri directi Urmeaza o succesiune de specii - H habilis, H erectus, H sapiens - caracterizate prin cresterea progresiva a creierului, graiul articulat, folosirea mai ampla a mâinilor pentru construirea de unelte din piatra, folosirea focului, organizarea sociala * Primul reprezentant al genului Homo este considerat Homo habilis (omul îndemânatic), primul producator de unelte; era gracil, biped, similar australopitecilor în multe privinte, dar cu o capacitate craniana mai mare între 500 si 800 cc174 si cu o fata mai putin prognata * Homo erectus reuneste sub aceasta denumire numeroase fosile care au trait acum 1,8 milioane - 300 000 de ani în urma si care au fost descoperite în diferite zone geografice (Java, China si Africa) H erectus avea o talie similara omului modern, mers biped, schelet robust, capacitate craniana între 780 - 1225 cc iar morfologia mâinii era asemanatoare cu cea a omului modern; folosea graiul articulat, traia în colectivitati organizate social, producea si utiliza unelte de piatra, folosea focul H erectus ocupa teritorii ale Africii tropicale si prin migratii s-a extins în Eurasia * H sapiens arhaic (omul inteligent arhaic) a aparut cu 500 000 de ani în urma Prezenta caractere asemanatoare cu H erectus dar scheletul era mai putin robust, craniul mai rotunjit, capacitatea craniana de circa 1300 cc, marimea dintilor diminuata O ramura de evolutie închisa a lui H sapiens a fost H sapiens neanderthalensis care a trait între 230 000 si 30 000 de ani în urma Avea o constitutie robusta, capacitate craniana de circa 1450 cc, aparat vocal similar morfologic cu al omului modern Traia în colectivitati, se adapostea în pesteri, producea unelte mai soficticate, folosea focul si îsi confectiona îmbracaminte din pieile animalelor pe care le vâna Homo sapiens sapiens (omul modern) a aparut în urma cu 120 000 de ani Fosilele descoperite evidentiaza trasaturi anatomice similare omului actual Talia lor era între 160 si 180 cm, scheletul gracil, capacitatea craniana în medie 1 600 cc (encefal marit, neocortex si ganglioni bazali dezvoltati), fruntea înalta, arcadele sprâncenare slab dezvoltate, pilozitatea redusa Totusi, fata era usor prognata, barbia proeminenta, dintii relativ mari Reprezentantii lui H sapiens sapiens erau larg raspânditi, pe teritorii cu conditii de viata diverse Desi prezentau trasaturile anatomice ale omului modern, primii reprezentanti ai lui H sapiens sapiens nu aveau comportamentul acestuia Reconstituirea modului lor de viata arata ca au devenit moderni comportamental mai târziu, acum aproximativ 50 000 de ani, când probabil a avut loc o "mutatie" al carui efect a fost marirea plasticitatii creierului, dezvoltarea capacitatii de a prelucra informatii, de a combina si recombina activitati diferite Au capatat abilitatea de a produce unelte si arme mult mai sofisticate folosind ca materie prima oase si coarne de animale, construiau adaposturi permanente, îsi confectionau îmbracamintea, gravau si sculptau în scop decorativ, produceau obiecte de podoaba, aveau activitati artistice, si-au dezvoltat limbajul Cresterea numerica a populatiilor a determinat aparitia competitiei si a inovatiei, a impus schimbari ale regimului alimentar bazat mai mult pe carne si peste, a influentat migratiile (cauzate si de schimbarile climaterice) Printre formele "primitive" ale omului modern este inclus si omul de Cro-Magnon considerat a fi primul reprezentant al lui H sapiens sapiens în Europa (acum 40 000 de ani) Una dintre problemele controversate ale aparitiei omului modern este originea sa geografica Exista doua ipoteze (figura 7 2): * Ipoteza multiregionala considera ca H Erectus a parasit Africa acum 1,5 milioane de ani si a evoluat catre H sapiens într-un timp îndelungat (circa un milion de ani) în zone geografice diferite precum Africa, Europa si Asia, independent si simultant, formând populatii regionale distincte care prezinta diferentieri morfologice locale Aceasta ipoteza are din ce în ce mai putini adepti * Ipoteza uniregionala ("Out of Africa") - sau a înlocuirii africane - arata ca H sapiens a aparut doar în Africa, mai târziu, în urma cu circa 100 000 de ani, si s-a raspândit în mai multe valuri migratorii spre Asia, Europa, Australia si America înlocuind complet populatiile de supravietuitori ai lui H erectus existente în acele zone (care nu au contribuit la formarea omului modern) Vom preciza în încheiere ca scenariul paleoantropologilor privind evolutia omului (figura 7 1) reflecta o imagine incompleta a trecutului sau preistoric Sunt înca multe necunoscute: locul de origine a omului modern, momentul exact al migratiilor populationale din Africa, încrucisarea migratorilor cu speciile locale sau înlocuirea completa a acestora 2 DOVEZILE GENETICE ALE EVOLUTIEI Tehnologiile geneticii moleculare au permis extragerea ADN-ului din fragmentele osoase ale unor fosile, analiza secventei de nucleotide si compararea cu secventele ADN ale speciilor actuale Evaluarea diferentelor dintre secventele ADN ale unor specii diferite indica gradul lor de înrudire genetica si momentul scindarii dintr-un stramos comun; cu cât secventele ADN sunt mai asemanatoare, cu atât speciile respective s-au separat mai recent Astfel, geneticienii pot reconstitui trecutul preistoric al omului modern folosind modalitatile specifice ale antropologiei moleculare a Studiul genetic al primatelor Studiul genetic al primatelor are un obiectiv dublu: stabilirea gradului de înrudire genetica dintre specii si construirea unui arbore filogenetic; descifrarea mecanismelor genetice implicate în evolutie si speciatie Studiul citogenetic comparativ al cromosomilor la om (2n=46) si la speciile actuale din familia Pongidae (cimpanzeul, gorila si urangutanul) (2n=48) a oferit informatii pretioase despre evolutia cariotipului Principala modificare, esentiala pentru evolutia speciei umane, a fost o fuziune telomerica a doi cromosomi de la primate, prin care s-a format cromosomul 2 uman (absent la celelalte specii de antropomorfe) si s-a redus numarul de cromosomi de la 48 la 46 (figura 7 3) Alte modificari sunt reprezentate de câteva inversii pericentrice si paracentrice; în rest modelul de distributie a benzilor cromosomice este asemanator Studiul secventelor nucleotidice la om si maimutele antropomorfe releva ca cel mai apropiat de om este cimpanzeul iar separarea celor doua specii dintr-un stramos comun s-a facut acum 5,5 milioane de ani Marimea genomului si numarul total de gene sunt aproape identice, exista o conservare puternica a sinteniei (gene înlantuite) iar secventele de ADN codant analizate au o identitate cuprinsa între 98% si 100% De asemenea, analiza diferitelor tipuri de ADN necodant releva o similitudine a secventei de circa 98% Exista însa si diferente genetice produse prin unele mici duplicatii subgenomice (care au dus la duplicatia unor gene si exoni sau la duplicatia unor secvente ADN non-codante) si unele mutatii genice W Enard et al (2002) au identificat prima gena, denumita FOXP2 (Forkhead Box P2), cu un rol cheie în dezvoltarea limbajului articulat al omului Oamenii cu mutatii ale acestei gene au dificultati severe de vorbire Compararea genei FOXP2 umane cu variantele ei de la cimpanzeu, gorila, urangutan si soarece a relevat identitatea secventelor lor cu exceptia a doua modificari cheie ale genei umane Efectul acestor schimbari ar consta în abilitatea omului de a face miscari fine ale gurii si laringelui, si astfel, sa dezvolte limbajul articulat Este prima dovada genetica a faptului ca vorbirea articulata este întâlnita doar la om Varianta umana a acestei gene a aparut acum 200 000 de ani si a permis predecesorilor omului modern sa comunice informatii de la o generatie la alta Autorii considera ca graiul articulat a jucat un rol important în migratiile populationale În concluzie, mecanismele care au orientat evolutia primatelor si au realizat divergenta între om si cimpanzeu au fost unele modificari cromosomice si/sau mutatii ale genelor implicate în controlul gametogenezei si al reglarii stadiilor timpurii ale dezvoltarii embrionare care au contribuit la initierea desprinderii din populatia ancestrala comuna Populatiile care s-au scindat, si-au schimbat treptat constitutia genetica, diferentele genetice dintre ele s-au extins, au aparut trasaturi morfofunctionale distincte, s-au izolat reproductiv si au devenit specii noi b Studiul genetic al fosilelor omului modern În majoritatea cazurilor ADN-ul formelor fosile nu poate fi prelucrat: fie fosilele depasesc vârsta limita (peste 100 000 de ani) pentru asemenea analize, fie s-au pastrat în conditii improprii Totusi, în ciuda acestor limite, au fost posibile studii la fosile ce apartineau omului de Neanderthal si omului de Cro-Magnon * Studiul secventei ADNmt a unor neanderthalieni fosili si compararea sa cu secventele ADNmt ale omului actual si cimpanzeului a confirmat ipoteza ca neanderthalienii nu ar putea fi predecesorii directi ai omului Ei au început separarea din linia genetica a umanizarii cu aproximativ 500 000 - 700 000 de ani în urma si au avut o evolutie distincta Pe baza faptului ca ADNmt al neanderthalienilor nu mai poate fi gasit astazi la nici una dintre speciile actuale, s-a mai sugerat ca neanderthalienii sunt o specie extincta si nici nu s-au încrucisat cu populatiile predecesorilor omului actual, desi au fost contemporani * Examinarea ADN-ul nuclear al reprezentantilor omului de Cro-Magnon din Europa (ce a trait în urma cu circa 40 000 de ani) a relevat similitudinea secventelor sale, uneori identitatea, cu ADN-ul europenilor actuali c Studiile ADN la populatiile umane Analiza comparativa a ADN la populatiile umane actuale poate da informatii privind trecutul nostru evolutiv si migratiile populationale S-au studiat secvente (markeri) ADN pentru diferiti loci autosomali dar în mod special markeri pentru ADN mitocondrial sau pentru regiunea non-recombinanta a cromosomului Y ADNmt se transmite pe linie materna si nu se recombina în timpul meiozei; cromosomul Y se transmite pe linie paterna si, exceptând regiunile PAR, nu se recombina în meioza Deci, în aceste cazuri diversitatea genetica este generata numai de mutatii Daca se considera ca rata mutatiei este constanta în decursul timpului si se coreleaza cu marimea populatiei, atunci se pot trasa în timp "originea si calatoriile" rudelor noastre ancestrale S-au testat comparativ ADNmt provenite de la numeroase persoane din întreaga lume Cu ajutorul unui computer s-a construit un arbore filogenetic ale carui ramificatii reprezentau relatiile dintre tipurile de ADNmt testate Plecând de la numarul minim de diferente observate între probe, s-au gasit stramosi comuni si, mergând înapoi, s-a ajuns în final la un singur stramos comun al tuturor populatiilor actuale, o femeie, "Eva ancestrala" Calculele bazate pe numarul de mutatii au stabilit ca ipotetica Eva a trait în Africa, acum 140 000 - 200 000 de ani Analiza ramificatiilor acestui arbore (Female Genetic Tree) a evidentiat existenta a doua ramuri fundamentale: una africana, întâlnita numai în Africa, si alta care-i include atât pe africani, cât si pe non-africani (figura 7 4) Rezultatele studiilor asupra variatiei cromozomului Y sustin datele analizelor ADNmt S-a construit un arbore filogenetic (Male Genetic Tree) care arata ca africanii si non-africanii au un stramos comun, un "tata fondator", numit Adam Ipoteticul Adam a trait în Africa, aproximativ în aceeasi perioada cu "Eva ancestrala" Aceasta nu înseamna ca în perioada respectiva existau numai "Adam si Eva" ci ca ADN-ul altor persoane ce traiau concomitent cu ei în acelasi areal nu s-a transmis la populatiile actuale Nu trebuie uitat ca în genomul omului actual exista si alte gene, ceea ce nu exclude ca acestea sa provina de la contemporanii lui "Adam si ai Evei " Adevarata semnificatie a datelor furnizate de analiza ADNmt si a cromozomului Y consta în aceea ca plaseaza relativ recent (acum 100 000 sau 50 000 de ani) momentul migratiilor populationale din Africa si aduce argumente pentru ipoteza unicentrica ("out of Africa") a originii omului (vezi figura 7 2) Teoria evolutiei prezice ca populatiile de origine, mai vechi, vor avea o diversitate mai mare decât populatiile derivate, mai recente Or, datele obtinute prin studiile ADN au aratat ca diversitatea genetica a populatiilor africane actuale este mult mai mare comparativ cu populatiile non-africane Populatiile africane preistorice au avut efective mari de indivizi, au acumulat un numar mare de mutatii, si-au diversificat genofondul si au evoluat local Populatiile non-africane actuale au aparut dintr-un grup sau grupuri mici de indivizi migratori Diversitatea lor genetica mai redusa comparativ cu a africanilor s-ar datora faptului ca initial, populatiile migratoare au avut efective mici, iar timpul de evolutie a fost scurt Totusi, datele respective nu au reusit sa ofere un model exact al migratiilor Unii evolutionisti cred ca a fost o singura migratie a populatiei africane de "Adami si Eve" din Africa spre celelalte continente, acum 50 000 de ani Altii considera ca au fost mai multe valuri migratorii: indivizi ai populatiei ancestrale, formata din "Adami si Eve", au început sa migreze, în grupuri mici, spre Asia de sud, posibil, si spre Australia , acum 100 000 de ani (concorda cu opinia paleoantropologilor) Acesta este considerat primul val migrator si corespunde primei ramificatii a arborilor filogenetici alcatuiti pe baza variatiilor ADNmt si a cromozomului Y Un alt val migrator - poate cel mai important - a parasit Africa în urma cu circa 45 000 de ani si s-au stabilit în Asia Centrala unde conditiile de mediu au permis membrilor acesteia sa se reproduca rapid Cu 35 000 - 40 000 de ani în urma, grupuri mici din Asia Centrala s-au îndreptat spre Europa unde au întâlnit populatiile de neanderthalieni Acum circa 20 000 de ani, grupuri mici de indivizi din Asia Centrala au migrat prin strâmtoarea Bering, spre America de Nord Din acest motiv se afirma ca "Africa este leaganul omenirii, iar Asia Centrala pepiniera ei" (Figura 7 5) CASETA 7 1 Au existat Adam si Eva? Analizele comparative ale ADNmt (transmis de femei) si ADN cromosomului Y (transmis de barbati) de la persoane din multiple populatii umane actuale au permis construirea unor arbori filogenetici ipotetici care arata ca fiecare din aceste molecule provin, în ultima anliza, de la un stramos comun - denumit firesc Eva si, respectiv Adam - care au trait acum circa 200 000 de ani, în Africa Interpretarea curenta a acestor date nu implica faptul ca în perioada respectiva au existat numai "Adam si Eva"; multe alte persoane traiau concomitent cu ei, în acelasi areal, dar ADN-ul acestora (mai exact ADNmt si ADN Y) nu s-a transmis la populatiile actuale Probabil ca alte gene autosomale din genomul omului actual provin de la contemporanii "lui Adam si ai Evei", dar acest lucru trebuie dovedit Exista însa si alte opinii care sustin descendenta dintr-un cuplu unic sau poate mai multe, dar asemanatoare ca structura cromosomica; ele formeaza în esenta teoria cromosomica a originii umane Potrivit acestei teorii speciatia este consecinta unei remanieri cromosomice echilibrate întîmplatoare, compatibila cu reproducerea Un individ purtator al remanierii (deci heterozigot) o poate transmite la urmasi; apoi printr-o uniune incestuoasa, de tip tata fiica sau frate-sora, se realizeaza un descendent homozigot normal; astfel apare primul reprezentant al unei noi specii Speciatia începe cu o pereche de indivizi ce au remanieri cromosomice identice Un argument indirect pentru aceasta teorie îl reprezinta faptul ca maimutele antropomorfe au 48 de cromosomi iar numarul de 46 de cromsomi de la om rezulta prin fuziunea telomerica a doi cromosomi de la primate Rolul remanierilor cromosomice în evolutie nu poate fi negat dar nici absolutizat Teoria cromosomica a originii umane este total diferita de teoria populationista, baza evolutionismului modern Potrivit acesteia, formarea de noi specii se face în felul urmator: o specie se scindeaza în mai multe populatii si fiecare populatie - separata geografic si izolata reproductiv de celelalte populatii - evoluiaza independent, acumulând mutatii favorabile, pe care selectia le fixeaza Dar teoria are incertitudini: izolarea geografica este mai mult o supozitie decît o realitate; speciatia presupune un numar suficient de mare de mutatii genice favorabile Teoretic este mai putin probabil ca în numarul relativ mic de generatii a evolutiei umane sa fi aparut mutatiile necesare transformarii maimutei în om; în aceeasi perioada bacteriile au ramas bacterii si soarecii au ramas soareci Nu trebuie însa sa uitam ca omul are o ereditate biologica si una culturala, fiecare cu legile ei Evolutia umana a fost conditionata de procese complicate culturale sau negnetice, adevarate resorturi ale supravietuirii, ce au generat independenta fata de capriciile mediului ambiant Nici o alta specie nu a mai creat vreodata o unealta sau a utilizat focul Fara cultura am fi ramas o specie care si-ar mai cauta înca rosturile Cultura este un atribut uman, ea ne-a separat de restul animalelor Iar cultura i-a inventat pe Adam si Eva Pentru ca suntem europeni, prin pozitia geografica, istorie si traditii, ar fi interesant de adaugat unele amanunte despre populatiile europene Analiza ADNmt (Richards et al, 2000) si a cromozomului Y (Semino et al, 2000) arata ca Europa a fost populata de reprezentantii omului modern mai târziu decât Africa, aproximativ acum 45 000 de ani Majoritatea ADN al populatiilor europene actuale provine de la omul de Cro-Magnon din ultima perioada a Paleoliticului superior O mica parte din ADN-ul europenilor actuali provine de la omul de Cro-Magnon timpuriu si 10-25% din ADN-ul europenilor pare sa provina de la oamenii moderni din Orientul Mijlociu si Apropiat, din perioada Neoliticului (acum 10 000 de ani), când acestia începusera sa practice agricultura Compozitia genetica a populatiei europene actuale sugereaza ca în urma migratiilor ulterioare, din Orientul Apropiat, populatiile locale nu au fost înlocuite, ci s-a produs doar un amestec de gene Cu toate progresele înregistrate în ultimii ani, nu avem înca imaginea completa a evolutiei, de la început si pâna la sfârsit Datele genetice nu sunt suficiente pentru a întelege "de ce omul este om si cimpanzeul este cimpanzeu", în conditiile în care diferenta genetica este atât de mica, iar implicatiile ei sunt atât de mari 3 "RASELE" UMANE Toate fiintele umane care traiesc în prezent apartin unei singure specii, Homo sapiens sapiens, deoarece din încrucisarile lor rezulta de regula descendenti fertili Este adevarat ca specia noastra este neomogena, politipica si polimorfa, putându-se identifica mai multe grupuri populationale Delimitarea lor, a fost realizata în trecut, de antropologia clasica, pe criterii morfologice deosebindu-se trei grupe populationale mari denumite rase: caucazienii (albi), negrii si asiatici - fiecare cu numeroase subgrupuri diferite În spiritul geneticii actuale rasele sunt definite, în general, ca fiind grupuri populationale mari care au un fond comun de gene, diferite de la un grup la altul Desi frecventele unor alele variaza de la o populatie la alta, s-a dovedit ca frecventelor genice nu au o distributie superpozabila delimitarii clasice (morfologice) a raselor Între membrii aceluiasi grup rasial pot exista diferente mai mari decât între principalele rase De fapt, analiza genetica spulbera conceptul de rase umane distincte dovedind faptul ca distributia geografica si populationala a unor caractere genetice nu depinde de culoarea pielii, forma capului sau a corpului, etc Se naste o noua paradigma: "toti suntem diferiti, fiecare din noi este unic" La specia umana este inaplicabil conceptul de rasa biologica de la alte specii El trebuie înlocuit cu notiunea de populatie Studiul variatiei genetice a populatiilor actuale a relevat faptul ca între oameni exista mai multe asemanari decât deosebiri Altfel spus, diversitatea genetica umana este limitata Afirmatia este sustinuta de rezultatele unui numar foarte mare de studii (folosind peste 10 000 de markeri genetici polimorfici), efectuate în ultimul deceniu, în cadrul Proiectului Diversitatii Genomice Umane (Human Genome Diversity Project), initiat în 1996 Datele obtinute (tabelul 7 4)au permis formularea unor concluzii: * diversitatea genetica individuala în cadrul unei populatii naturale depaseste cu mult diferentele genetice dintre populatii; * cea mai mare diversitate genetica o prezinta populatiile africane, ceea ce dovedeste ca acestea au cea mai mare vechime; populatiile non-africane s-au separat relativ recent din ramura africana (acum 50 000 de ani); * diversitatea genetica umana (atât cea nucleara, cât si cea mitocondriala) este mai redusa comparativ cu cea observata printre primate si alte specii animale Tabelul 7 4 Comparatia diversitatii genetice si lingvistice a populatiilor umane continentale (modificat dupa D Nettle, 2001) Conti-nent ADN mt Cromosom Y Micro- sateliti Limbi vorbite Timp (ani) Africa 76,7 88 80,7 2011 130 000 Asia 36,7 78 68,5 2165 60 000 Europa 24,7 74 73,0 225 40 000 Oceania 41,8 72 63,6 1302 60 000 America 36,2 56 58,8 1000 15 000 Diversitatea genetica limitata a populatiilor umane actuale a fost explicata prin timpul scurt de evolutie, evenimetele demografice si schimburile genice constante produse de migratia populatiilor Se crede ca populatiile umane sunt genetic similare pentru ca au origine recenta si nu au avut timp suficient pentru a-si dezvolta diferentele genetice Efectivul numeric al unei populatii este important pentru dezvoltarea diversitatii genetice În cursul evolutiei umane, la un moment dat, a avut loc reducerea severa a numarului de indivizi din populatia predecesoare omului modern (efect "bottleneck"), urmata de o expansiune numerica a acesteia Momentul este plasat acum circa 45 000 de ani, atunci când o ramura a populatiei de oameni moderni timpurii a migrat din Africa catre Eurasia, generând populatiile non-africane Cu unele exceptii, populatiile umane nu au fost niciodata izolate, migratiile favorizând raspândirea genelor în cadrul populatiilor Se pune totusi firesc întrebarea: cum au aparut diferentele morfologice dintre populatiile umane? Baza genetica a diferentelor genetice dintre populatii ("rase") si subpopulatii este mutatia iar mecanismele care determina aceste diferente sunt: selectia mutatiilor favorabile în functie de mediu; fixarea întâmplatoare a unor mutatii neutre sau chiar defavorabile; izolarea reproductiva relativa între grupurile populationale (prin bariere geografice) Acum circa o suta de mii de ani (în cursul unei perioade de glaciatie) continentul Euroasiatic, pe care s-au dezvoltat asezari umane mici si dispersate, a fost divizat în trei regiuni distincte, separate de zonele muntoase acoperite de gheata ale Muntilor Himalaya si Altai S-au creat bariere fizice care au întrerupt comunicatiile si încrucisarile; în aceste regiuni, geografic si deci genetic diferite una de alta, a aparut tendinta de diversificare a speciei, de formarea a raselor, prin mecanisme selective specifice În cele trei regiuni populatiile au evoluat diferit determinând predominenta albilor în vest, a asiaticilor (mongolilor) în est si a negrilor în sud Ulterior fiecare grup s-a subdivizat în numeroase subpopulatii distincte, numite adesea grupuri etnice, cu caracteristicile proprii ale frecventei unor gene normale sau morbide Evolutia de formare a raselor a fost însa stopata, iar dupa parerea unor specialisti oprita, prin procesele de omogenizare ale speciei (determinate de mobilitatea oamenilor) si progresele socio-culturale S-a produs si se produce un amestec tot mai intens ale diferitelor grupuri care determina unificarea si omogenizarea lor treptata determinânt caracterul unitar al umanitatii "Toate grupele umane, fie ca este vorba de rase, în sens traditional, sau de populatie/natiuni în sens actual, au un fond genetic comun care le confera aceleasi capacitati de dezvoltare intelectuala si de progres social Realizarea lor depinde de conditiile istorice si sociale ale fiecarui popor, ale fiecarei populatii" (N Botnariuc) Evident orice conceptie de inegalitate biologica implicata în evaluarea capacitatii evolutiei si dezvoltarii diferitelor grupuri umane este nestiintifica si rasista A INTERACTIUNEA DINTRE EREDITATE SI MEDIU ÎN PRODUCEREA BOLILOR 1 STAREA DE SANATATE SI BOALA Sanatatea si boala sunt greu de definit iar explicatiile acestor "stari de viata" sunt complexe; nu exista înca, iar dupa unii probabil nu va exista nciodata, o teorie generala care sa le explice Dupa OMS, sanatatea este "starea de bine si confort fizic si psiho-social, în absenta unei boli sau infirmitati manifeste clinic" Într-o acceptiune mai generala, sanatatea reprezinta o relatie armonioasa între structurile si functiile organismului uman Acest fapt implica "un echilibru" si "o mentinere constanta" a acestora, în conditiile fluctuante ale mediului, deci o adaptare flexibila si permanenta Capacitatea organismelor vii de a-si mentine, prin procese de autoreglare neuro-endocrina complexa, o serie de caracteristici fiziologice stabile, îndeosebi la nivelul mediului intern, a fost denumita homeostazie Continutul notiunii de homeostazie a evoluat în timp, s-a îmbogatit (în prezent se vorbeste de o reglare programata si una adaptativa) si a capatat mai multe fatete: pornind de la homeostazia fiziologica (concept introdus de Claude Bernard si dezvoltata de Cannon si Handerson), homeostazia imunologica si apoi homeostazia genetica, s-a ajuns la homeostazia dezvoltarii si, mai recent, homeostazia sociala si culturala Cert este ca homeostazia este acum un concept mult mai larg si, evident, un termen de referinta pentru notiunile de sanatate si boala Orice alterare majora a structurii si/sau functiei normale a organismului, provocata de cauze exogene sau endogene, reprezinta o stare patologica sau o boala Modificarile structurale pot fi consecinta unor tulburari de formare (plan gresit sau defecte de executie) sau a unor leziuni/distrugeri, prenatale sau postnatale, a unor structuri normal formate În caz de boala, perturbarile functionale implica depasirea echilibrelor homeostazice (fiziologice, metabolice, imunologice etc) Desi variate prin cauze (etiologie), mecanisme de producere (patogenie) si manifestari clinice (semne si simptome, obiective si subiective), bolile prezinta anumite caracteristici comune: * Cauzalitatea; nu exista boala fara cauza (chiar daca aceasta nu este totdeauna evidenta, cunoscuta) Agentii cauzali sau factorii de boala - determinanti si favorizanti - pot fi exogeni (biologici, chimici, fizici, psihologici, socio-economici) sau endogeni (genetici) În functie de numarul factorilor etiologici determinanti se pot deosebi boli monofactoriale (genetice sau ecologice) si multifactoriale (produse de actiunea combinata, în proportii diferite, a factorilor de mediu si a factorilor genetici) * Existenta unor reactii de raspuns ale organismului la agresiune, nespecifice sau specifice, generale si/sau locale (uneori celulare) Aceste reactii se sistematizeaza în "mecanisme patogenice" de boala, ce pot fi: informationale, neuro-endocrine, patochimice, energetice * Limitarea capacitatii de adaptare a organismului la mediul extern sau socio-cultural; se realizeaza astfel "o incapacitate", temporara sau definitiva 2 CONCEPTII DESPRE BOALA În decursul timpului s-au confruntat doua conceptii polare despre boala: una esentialista (promovata de William Osler) si alta nominala (sustinuta de Archibald Garrod, care a introdus conceptele de individualitate biochimica si de susceptibilitate individuala) Aceste doua alternative au influentat profund gândirea medicala si evolutia medicinii a Conceptia esentialista * Fiecare boala este o entitate specifica Ea apare întâmplator (ca "un simplu fapt de viata", ca "o eroare biologica") la o persoana anterior sanatoasa; are o cauza specifica si se exprima într-o forma relativ constanta, asemanatoare, la diferiti bolnavi Bolile infectioase si, paradoxal, bolile monogenice corespund perfect acestui "model" * Bolnavul este considerat "o masina stricata", pe care medicul trebuie s-o repare Or, toate masinile sunt facute "dupa un proiect unic" deci sunt relativ identice; nu intereseaza "cine" este bolnavul (poate fi "oricine") si, evident, de ce s-a îmbolnavit * Medicul are doua obiective (misiuni) principale - diagnosticul si tratamentul bolii - ce deriva din întrebarile: ce are bolnavul? si cum trebuie tratat? Mentalitatea sa este eminamente inginereasca: "ce pana are masina si cum s-o repar" Tratamentul este directionat spre boala si nu spre pacient, care nu este important în decizia terapeutica; deci tratamentul este relativ identic la toti bolnavii Este o cruda ironie faptul ca medicina, o profesie atât de devotata îngrijirii indivizilor, le acorda, în aceasta perspectiva de abordare, atât de putina atentie b Conceptia nominala * Descrie boala nu ca pe o entitate ci ca o rezultanta a interactiunii (nepotrivirii sau incongruentei) dintre individualitatea (unicitatea) biologica a pacientului (înteleasa ca o anumita structura genetica si o experienta de viata particulara) si agentii cauzali, din mediu Originea bolii are radacini în natura umanitatii si istoria genetica si ecologica a fiecarui individ (deci în susceptibilitatea lui specifica la boala, denumita mult timp constitutie sau teren) Devine astfel evident ca "NU exista boli ci numai bolnavi!" Eventualele similitudini de manifestare la bolnavi diferiti se datoreaza fondului comun de gene Bolile multifactoriale, ce formeaza de fapt o mare parte a patologiei umane, corespund perfect acestui "prototip"; sa nu uitam însa ca aparitia si evolutia multor afectiuni "ecologice" sunt influentate de structura genetica a fiecarui individ (ce determina rezistenta sau vulnerabilitatea la agresiune) si nici ca expresivitatea variabila a bolilor genetice poate fi determinata de mediu * În conceptia "nominala" individul bolnav este pe primul plan, el fiind de fapt un ansamblu unic de gene, cu o anumita "istorie" (parinti, familie), cu o anumita evolutie în timp, cu "o experienta" unica de viata (traita într-o serie succesiva de medii specifice lui); el este, în momentul îmbolnavirii, "o persoana mai putin adaptata la un anumit mediu", un om vulnerabil * Medicul trebuie, evident, sa puna un diagnostic si sa trateze Dar, în contextul individualitatii bolnavului, el trebuie sa raspunda si la întrebarile, fundamentale în esenta lor, "de ce acest pacient (si nu altul) a facut aceasta boala (si nu alta), "ce tratament este corespunzator acestui bolnav, individualitatii sale specifice"? Cele doua conceptii despre boala prezinta deosebiri fundamentale si este logic sa ne întrebam care dintre ele este valabila pentru medicina actuala si, prin extensie, pentru învatamântul medical Este evident ca prima, conceptia esentialista (Osleriana), bazata pe fapte si actiuni, a dominat medicina secolului 20 si în mare masura persista si astazi, deoarece - chiar daca ignora individualitatea pacientului - ea a stat si sta la baza practicii medicale si învatamântului "la patul bolnavului" Boala este "un puzzle" pe care medicul trebuie sa-l rezolve, mobilizându-si simturile, cunostintele de patologie si experienta Pe medic îl intereseaza mai mult "faptele" (cum sa practice medicina) si nu "ideile" Caracterul tipologic al conceptiei esentialiste a dus la clasificarea bolilor în functie de etiologie, organ, vârsta, sex - fapt ce a determinat organizarea actuala a serviciilor medicale Dezvoltarea tehnologiilor de diagnostic si a metodelor de tratament a crescut eficienta dar si costurile medicale Relatiile dintre medic si pacient au pierdut din umanism, întrucât tehnologia care se interpune între medic si bolnav distorsioneaza modul în care fiecare îl vede pe celalalt Preventia ramâne la periferia interesului medicului iar volumul enorm de date acumulate în ultimul timp - o povara pentru orice minte cuprinzatoare - a dus la fragmentarea medicinii în subspecialitati, fara a se gasi o solutie logica de a le tine împreuna Educatia medicala pare sa sufere o eroziune permanenta prin neadaptarea la evolutia rapida a medicinii moleculare si lipsa unei strategii, bazata pe o ierarhie de cunostinte si pe dezvoltarea unei gândiri medicale Conceptia nominala (Garrodiana) se bazeaza pe concepte, principii si idei care, în esenta, ne învata cum sa gândim în medicina Înlocuind metafora "masinii stricate" cu o conceptie etiopatogenica bazata pe individualitatea biologica, sociala si istorica, precum si pe homeostazia biologica complexa (genetica, ontogenetica, functionala, imuna, socio-culturala) - aceasta conceptie dezvolta predictia si preventia (elementele cheie ale "medicinii omului sanatos"), umanismul si bioetica Exista suficiente argumente sa optam în medicina actuala pentru conceptia nominala, fundamentata prin dezvoltarea geneticii, care a demonstrat unicitatea si diversitatea noastra precum si existenta unei "homeostazii moleculare" Dar credem ca drumul este lung Chiar daca genetica a devenit "o parola de acces" la medicina secolului 21, exista motive sa credem ca genetica umana a fost mai curând "adaptata" la gândirea medicala existenta decât a contribuit la schimbarea ei Fiind rezonabili este poate bine sa spunem ca adevarul este, ca de obicei, la mijloc si ca poate cea mai buna atitudine pentru medicul de astazi este sa aplice idealul conceptiei esentialiste în domeniul practicii curente si pe cel al conceptiei nominale în gândirea medicala În acest context, abordarea genetica a devenit o noua dimensiune în relatia medic-pacient B ECOGENETICA SI FARMACOGENETICA Ecogenetica este partea geneticii medicale care studiaza variatiile individuale determinate genetic la actiunea unor factori din mediu (Brewer, 1971) Aceste variatii produc diferente de raspuns ale organismului uman la anumiti agenti ecologici si deci vulnerabilitati diferite la agresiune Unele persoane vor fi mai susceptibile la îmbolnavire iar altele mai rezistente Substratul genetic al acestei variabilitati este reprezentat în primul rând de polimorfismul genetic al unor loci care prezinta diferite variante alelice (la mai mult de 1% din populatie), unele dintre ele asociindu-se cu un risc crescut de boala Mai rar, variatiile individuale sunt determinate de anumite mutatii genice sau de interventia unui sistem poligenic, cu o distributie continua cu prag În decursul timpului au fost evidentiate multiple variatii individuale la agresiunile externe, identificându-se diferite boli produse prin actiunea combinata a unei susceptibilitati genetice si a unei expuneri specifice la anumiti factori din mediu Tabelul 8 1 sintetizeaza datele existente pentru cele mai cunoscute "boli ecogenetice" Cea mai dezvoltata parte a ecogeneticii actuale o reprezinta farmacogenetica care studiaza variatiile individuale determinate genetic la actiunea unor medicamente (vezi sectiunea urmatoare) De asemenea, studiul susceptibilitatii la anumite infectii capata o noua dimensiune Tabelul 8 1 Variatii genetice în susceptibilitatea la agentii din mediu AGENTI DIN MEDIU SUSCEPTIBILITATEA GENETICA AFECTIUNI Infectii Raspuns imunitar redus Diferite boli infectioase Diabet zaharat ? Spondilita? Anumite componente din alimentatie: - Lapte (lactoza) - Fructoza - Gluten - Grasimi - Acid folic - Sare - Suplimente de fier - Oxalati - Boabe de fava - deficienta în lactaza - deficienta în fructoz-1-fosfat aldolaza - sensibilitate la gluten - hipercolesterolemie - cresterea homocisteinei în sânge datorita polimorfismului MTHFR si deficienta în folati - deficienta în folati; polimorfismul receptorilor de folati sau a MTHFR - deficiente ale pompei Na-K - hemocromatoza - hiperoxalurie - deficienta în G6PD intoleranta la lactoza intoleranta la fructoza boala celiaca boala coronariana boala coronariana defecte de tub neural hipertensiune arteriala încarcare hepatica calculi renali anemie hemolitica (favism) Alcoolul - alcooldehidrogenaza atipica alcoolism Diferite substante chimice - hidrocarburi policiclice (fum de tigara) - amine industriale - pesticide - inductia de aril-hidrocarbon-hidroxilaza - acetilatori lenti - polimorfismul paraoxonazei Cancer pulmonar Cancer de vezica Accidente dupa expunerea la organofosforate Unele medicamente - polimorfisme enzimatice "accidente farmacogenetice" (vezi textul) Pulberi ± fum tigara - deficienta în a1-antitripsina Emfizem pulmonar (BPOC) Alergeni - atopie Astm bronsic Radiatii ultraviolete - scaderea/lipsa melaninei - deficienta enzimelor de reparare a ADN Cancer cutanat Xeroderma pigmentosum, cancer cutanat 1 ECOGENETICA Înainte de a prezenta câteva dintre domeniile ecogenetice este util de precizat ca stabilirea unor biomarkeri corelati cu susceptibilitatea sau rezistenta la anumite agresiuni din mediu are o valoare practica deosebita, pentru profilaxia îmbolnavirilor Spre deosebire de masurile de preventie clasica, care se adreseaza unui grup din populatie, identificarea persoanelor cu risc de îmbolnavire - prin cercetarea unor markeri genetici - reprezinta o profilaxie "individualizata", personalizata, ce ar putea fi mult mai eficienta În acest context, se apreciaza ca aria ecogeneticii va creste în importanta în viitor, prin cercetarea corelatiei dintre polimorfismele ADN si riscurile pentru bolile comune ale adultului, ce implica si o expunere a organismului la agenti de mediu (în special cancer) 1 1 ECOGENETICA INFECTIILOR Infectiile sunt considerate ca prototip de boli ecologice si acest lucru este, în mare parte, adevarat Dar, din cele mai vechi timpuri s-a observat ca vulnerabilitatea la anumite infectii este diferita la persoane diferite ("nu exista ciuma ci ciumati nu exista lepra ci leprosi") iar manifestarile si gravitatea bolilor infectioase variaza în populatie Diferentele individuale de susceptibilitate la infectii erau atât de evidente încât l-au determinat pe Claude Bernard sa afirme, la sfârsitul secolului 19 - în plina perioada de "euforie" la descoperirile lui Pasteur - ca "microbul nu-i nimic, terenul este totul" Desigur, rezistenta sau vulnerabilitatea la infectii sunt multifactoriale; un rol important îl au vârsta, starea de nutritie, statusul socio-economic etc , dar elementul major îl reprezinta imunitatea, determinata genetic Variabilitatea populationala si individuala a structurilor determinate genetic ce participa la realizarea imunitatii reprezinta explicatia majora a diferentelor în susceptibilitatea la infecti; un exemplu ilustrativ îl reprezinta predispozitia genetica la tuberculoza (caseta 8 1) În fond, orice infectie poate fi considerata "un conflict de interese", o confruntare între individualitatea genetica a gazdei, ce produce grade diferite de rezistenta, si individualitatea genetica a bacteriei, ce determina patogenitatea si virulenta ei Argumentele sunt numeroase, cele mai bine studiate exemple fiind sumarizate în tabelul 8 2 Dintre acestea vom retine, pentru importanta lor: * studiul polimorfismelor antigenelor HLA în diferite boli infectioase (tuberculoza, hepatita, SIDA, febra tifoida, lepra, etc) au permis identificarea unor combinatii antigenice ce se coreleaza cu un raspuns imun slab sau puternic; * pierderea functiei receptorului citokinic CCR5, "poarta de intrare" pentru virusul imunodeficientei umane (HIV), se asociaza cu rezistenta la infectia cu HIV Tabelul 8 2 Exemple de polimorfisme genetice care modifica susceptibilitatea la unele infectii umane (modificat dupa Cooke si Hill, 2001) Gena (varianta alelica) Localizarea cromosomica Proteina codificata Boala Efectul asupra bolii HLA I B8 B35 B53 B57 6p21 3 Antigene leucocitare umane clasa I Tuberculoza pulmonara SIDA Malaria severa SIDA Susceptibilitate Susceptibilitate Rezistanta Rezistenta HLA II DRB1*1302 DRB1*1352 DRB1*1101 DRB1*04 DR2 DR2 DR7 6p21 3 Antigene leucocitare umane clasa II Hapatita B Anemia asociata malariei Hepatita C Febra tifoida Tuberculoza pulmonara Lepra, Hepatita B Rezistenta Rezistenta Rezistenta Susceptibilitate Susceptibilitate Susceptibilitate CCR2[V62I] 3p21 Receptor chemokinic cu motiv CC, tip 2 SIDA Incetinirea progresiei CCR5 3p21 Receptor chemokinic cu motiv CC, tip 5 SIDA Progresie accelerata CD36[T1264G] 7q11 2 Receptor plachetar pentru trombospondina Infectia cerebrala în cadrul malariei Susceptibilitate DARC 1q22 Receptor chemokinic (antigenul de grup sanguin Duffy) Infectia cu Plasmodium vivax Susceptibilitate ICAM1[K29M] 19p13 3 Molecula de adeziune intercelulara tip 1 Infectia cerebrala în cadrul malariei cu P falciparum Susceptibilitate IL10[-592C>A] 1q31-q32 Interleukina tip 10 Hepatita B SIDA Infectie persistenta Susceptibilitate IFNGR1 [S395X] [-56C>T] 6q23-q24 Receptor tip 1 al interferonului gamma Infectii micobacteriene atipice; infectia cu H pylori Susceptibilitate MBL2[G54D] 10q11 2-q21 Lectina de legare la manoza Meningita meningococica Susceptibilitate NRAMP1 sau SLC11A2 2q35 Transportor de cationi divalenti Lepra Tuberculoza pulmonara Susceptibilitate SDF1 10q11 1 Factorul 1 derivat din celulele stromale SIDA Rezistenta STAT1[K706S] 2q32 2 Transductor al semnalului si activator al transcriptiei tip 1 Infectii micobacteriene atipice Susceptibilitate TNFA [-376G>A] [-308G>A] 6p21 3 Factorul de necroza tumorala tip alfa Infectia cerebrala în cadrul malariei; soc septic Susceptibilitate Susceptibilitate VDR 12q12 Receptorul pentru vitamina D Tuberculoza pulmonara Rezistenta Din aceasta perspectiva infectiile înceteaza sa fie boli "pur ecologice" si devin, ca si alte afectiuni multifactoriale, consecinta incongruentei, nepotrivirii, dintre genotip si mediu sau rezultanta interactiunii lor CASETA 8 1 Predispozitia genetica la tuberculoza Dupa cum se stie, tuberculoza este o boala infectioasa cronica produsa de Mycobacterium tuberculosis, si care, reprezinta o problema de sanatate publica, întrucât circa 1/3 din populatia globului este infectata cu M tuberculosis; potrivit OMS, în 1998 s-au înregistrat 8 milioane cazuri noi de tuberculoza clinica si 1,9 milioane de decese prin tuberculoza În aceste conditii este firesc ca boala si agentul patogen sa fie în centrul atentiei cercetatorilor S-a stabilit ca genomul M tuberculosis (4,5 milioane pb) are circa 4000 de gene, dintre care aproximativ 90% au functie cunoscuta, codificând învelisul lipidic, factorii de patogenitate (genele mce, sigA, erp etc), factorii de supravietuire intracelulara sau de rezistenta la anumite medicamente Infectia cu M tuberculosis si tuberculoza clinica rezulta prin interactiuni complexe între agentul infectios, factorii de mediu si gazda; cert este ca nu toti indivizii expusi la M tuberculosis devin infectati si numai circa 10% din numarul mare de indivizi infectati dezvolta tuberculoza clinica; exista deci o susceptibilitate genetica la aceasta boala Studiile privind controlul genetic al imunitatii antimycobacteriene si al tuberculozei clinice se pot grupa în trei categorii: * Asocierea dintre tuberculoza si anumite gene ce codifica proteine implicate în imunitatea antimycobacteriana; studii populationale, efectuate în diferite tari, au evidentiat asocieri cu: proteina fixatoare de manoza (în India), interleukina-1 beta (în Gujarti), NRAMP1 - proteina macrofagica asociata cu rezistenta naturala (în Gambia), anumite alele HLA clasa II, receptorul vitaminei D Aceste studii pledeaza pentru o predispozitie poligenica complexa; alelele implicate au însa un rol functional incert si efecte moderate * Sindromul de susceptibilitate la infectiile mycobacteriene produs de mutatii rare175, cu transmitere monogenica, ce produc forme severe de tuberculoza; * Identificarea unor gene majore de susceptibilitate la tunerculoza clinica; recent (Greenwood et al, 2000) a fost identificata (într-o populatie autohtona din Canada neexpusa anterior la tuberculoza) o gena care determina un risc crescut (x10) de boala Gena de susceptibilitate a fost localizata în regiunea cromosomica 2q35, în care se afla si gena NRAMP1 Nu se stie înca daca gena de susceptibilitate este NRAMP1 sau o alta gena din imediata apropiere Gena NRAMP1 este un bun candidat deoarece omologul ei la soareci regleaza faza initiala a infectiei mycobacteriene; la om aceasta gena ar controla progresia de la starea de infectat (indivizi cu test cutanat pozitiv la tuberculina) la starea de afectat (indivizi cu boala) În alte populatii, cu un istoric de expunere intensa la tuberculoza, genotipurile susceptibile au disparut rapid si probabil alte gene polimorfice , cu efecte medii, pot predispune la îmbolnavire într-o modalitate mai putin evidenta Natura susceptibilitatii genetice la tuberculoza nu este înca elucidata si nu este exclus ca diferite alele ale unei/câtorva gene sa fie implicate în toate cele trei situatii descrise mai sus Cercetarile având ca obiectiv întelegerea controlului genetic al imunitatii antimycobacteriene continua deoarece au implicatii biologice majore si deschid o noua cale de a combate tuberculoza: detectia precoce si urmarirea prelungita a indivizilor cu risc crescut si introducerea unor noi terapii (de exemplu, de restaurare a unei deficiente partiale a raspunsului imun) Variabilitatea/diversitatea genetica umana a fost un avantaj evident al populatiilor umane confruntate cu infectii devastatoare, care n-au putut fi integral decimate nici de marile epidemii ale Evului Mediu Dar polimorfismul actual al unor markeri biologici si predominanta unor boli genetice în anumite populatii pot fi corelate, într-o oarecare masura, si cu selectia naturala produsa de bolile infectioase Este bine cunoscut avantajul selectiv (rezistenta la infestarea cu Plasmodium falciparum) al heterozigotilor pentru diferite gene ale caror mutatii produc hemoglobine anormale (HbS, Hb C, talassemie etc) sau G6PD fata de malarie, acest mecanism selectiv explica frecventa crescuta a hemoglobinopatiilor în anumite populatii ce traiesc în zonele (tropicale) în care malaria este endemica (figura 8 1) Intens studiata si ilustrativa pentru selectia naturala produsa de infectii este variatia geografica a anumitor grupe sanguine ABO: frecventa crescuta a grupei O în America Centrala si de Sud a fost corelata cu rezistenta persoanelor cu acest grup sanguin la sifilis; în schimb frecventa scazuta a persoanelor cu grup sanguin O în Europa a fost pusa pe seama vulnerabilitatii lor la ciuma si holera176 Predominanta grupului B în Asia Centrala si de Sud s-a explicat prin actiunea combinata a vulnerabilitatii persoanelor cu grupa A la variola si a celor cu grupa O la holera 1 2 ECOGENETICA NUTRITIONALA Cel mai cunoscut exemplu privind diferentele genetice la alimente îl reprezinta absenta (la copii) sau reducerea (la adulti) a activitatii lactazei intestinale care produce intoleranta la lactoza din lapte sau din alte produse lactate (OMIM 150220), manifestata în special prin diaree severa În aceeasi "zona" se plaseaza si boala celiaca în care se produce o malabsorbtie a unor alimente datorita sensibilizarii la gluten (intoleranta intestinala la gliadina si proteinele înrudite prezente în cereale) Alte boli ecologice produse de unele substante din alimentatie sunt mentionate în tabelul 8 1 Ne vom referi în continuare la variatii în susceptibilitatea la boala (ateroscleroza) coronariana corelate cu alimentatia Nivelul colesterolului sanguin depinde de alimentatie dar poate fi influentat si de mutatia unor gene, dintre care cea mai frecventa este a genei pentru receptorul LDL ce produce hipercolesterolemia familiala (OMIM 143890) (vezi si capitolul 13) Recent, un alt factor de risc pentru boala coronariana a început sa fie amplu analizat: nivelul sanguin ridicat al aminoacidului homocisteina Exista doua erori înascute de metabolism ce produc cresterea nivelului de homocisteina: homocistinuria (OMIM 236250) si deficienta în metilen-tetrahidrofolat-reductaza (MTHFR) (OMIM 236250) Dar cea mai frecventa cauza a hiperhomocisteinemiei este polimorfismul enzimei MTHFR O alela ce codifica o enzima termolabila asociata cu ingestia alimentara redusa de acid folic poate produce cresterea nivelului homocisteinei si riscul pentru boala coronariana Mai multe studii au aratat ca 17-28% dintre bolnavii coronarieni sunt homozigoti pentru gena ce codifica aceasta varianta enzimatica Tinând cont de frecventa bolii coronariene devine evidenta ca suplimentarea alimentara cu acid folic (prezent în faina si produse de cereale) ar putea contribui la scaderea nivelului homocistenei O alta aplicatie benefica a suplimentarii cu acid folic ar putea fi efectul protector fata de anumite malformatii congenitale În unele studii populationale administrarea de acid folic înaintea conceptiei si în primele luni de sarcina ar reduce cu circa 50% riscul nasterii unor copii cu defecte de tub neural si malformatii cardiace Foarte probabil polimorfismul enzimelor ce influenteaza absorbtia sau metabolismul folatilor poate face ca anumite persoane sa aiba un risc crescut la aceste malformatii; în aceste conditii depistarea persoanelor susceptibile si suplimentarea periconceptionala cu acid folic ar putea avea efecte profilactice benefice În cadrul ecogeneticii "nutritionale" vom include si variatiile genetice în metabolizarea alcoolului, desi opiniile privind încadrarea alcoolulului printre alimente sau printre droguri se confrunta si în prezent Cert este ca un consum exagerat, dependenta de alcool - alcoolismul - si consecintele lor sunt o mare problema de mare actualitate, care are mai mult o cauzalitate socio-economica Exista totusi studii ce implica si interventia unor factori genetici Nu ne vom referi la studiile familiale sau la cele efectuate pe gemeni si copii adoptati care valideaza prevalenta crescuta a unor "probleme" dependente de alcool printre rudele bolnavilor alcoolici, deoarece nu poate fi exclus un "model comportamental" familial dar dobândit Vom preciza numai ca enzimele implicate în metabolizarea hepatica a alcoolului prezinta un polimorfism ce poate explica variatiile individuale (si uneori populationale/etnice) în raspunsul organismului si în eliminarea alcoolului, inclusiv în aparitia bolilor legate de alcoolism: ciroza hepatica, sindromul Korsakov sau sindromul alcoolismului-fetal (FAS) Alcoolul este transformat în ficat în aldehida (sub actiunea unei alcooldehidrogenaze; ADH) iar aceasta este apoi degradata prin interventia unei aldehid-dehidrogenaze (ALDH) ADH este un dimer realizat prin combinarea a trei tipuri de subunitati: a- codificata de gena ADH1, ß- codificata de gena ADH2 si ?-codificata de gena ADH3; unele combinatii, în special a subunitatilor ß si ?, au o eficienta metabolica mai redusa si pot duce la o stare toxica la consumul unor cantitati mici de alcool Si ALDH prezinta doua variante enzimatice: ALDH1 si ALDH2 Interesant este faptul ca deficienta de ALDH2 produce, chiar la cantitati mici de alcool, o congestie/înrosire faciala si o stare acuta de disconfort, inclusiv cefalee Astfel, indirect, persoanele respective - cu toleranta mica la alcool - sunt "protejate" fata de alcoolism Datele actuale privind polimorfismul enzimelor implicate în metabolismul alcoolului argumenteaza diferentele individuale în raspunsul organismului la consumul de alcool 1 3 ECOGENETICA CHIMICA În cursul vietii, celulele organismului sunt supuse la o mare varietate de agenti chimici toxici - de origine endogena (de exemplu, radicali liberi de oxigen) sau exogena - care pot interfera cu structura sau metabolismul celular, inclusiv cu genomul Astfel, se apreciaza ca 2/3 din cancere sunt produse de agenti din mediu, în majoritate chimici În consecinta organismele vii au dezvoltat mecanisme de detoxifiere, protectie si, eventual, reparare a leziunilor Sistemele de detoxifiere actioneaza, în general, în doua faze (figura 8 2) O prima reactie enzimatica produce metaboliti intermediari ce poseda un compus reactiv puternic destinat ca în a doua etapa sa realizeze conjugarea cu glutationul sau un alt grup chimic, de exemplu acetil (prin acetilare), care sa determine o mai mare solubilitate si o excretie eficace (vezi si sectiunea B 2 1) Trebuie însa subliniate doua elemente: * agentul chimic ajuns în organism - prin inhalatie (fumul de tigara, s a), pe cale digestiva, prin contact cu diferite mucoase - induce expresia unor gene ce codifica enzimele necesare transformarii sale în prima etapa a detoxifierii; * metabolitii intermediari produsi sunt mult mai reactivi, în special fata de ADN, decât compusii primari si deci mai mutageni si cancerigeni Ei pot produce necroza celulara sau pot genera o clona celulara anormala, ce duce la o proliferare tumorala Organismul este capabil sa se apere si fata de aceste efecte celulare secundare fie prin sistemul imun, care poate elimina celulele canceroase, fie prin inducerea apoptozei În aceasta schema generala, prin care organismul încearca sa neutralizeze efectele unor agenti chimici din mediu, intervin numerosi si variati compusi proteici, codificati de gene Mutatia acestor gene produce variante alelice care pot determina o susceptibilitate crescuta sau o rezistenta la anumite boli, în special cancere Vom analiza rolul acestor variatii individuale determinate genetic în diferite etape ale biotransformarii compusilor chimici exogeni (vezi figura 8 2) (1) În procesul de transformare a substantelor chimice din mediul extern în produsi intermediari intervine în special familia proteinelor citocromului P450 (codificata de genele CYP), un veritabil "scut metabolic" Aceste proteine prezinta un polimorfism important ce determina în ultima instanta un risc crescut sau scazut la leziuni celulare, inclusiv la nivelul ADN * Hidrocarburile policiclice, mai ales din fumul de tigara, induc expresia genei CYP1A1 care codifica o enzima - aril-hidrocarbon-hidroxilaza - ce produce transformarea lor într-un epoxid mai usor de eliminat din organism dar mult mai cancerigen Intensitatea metabolizarii hidrocarburilor policiclice este controlata genetic de diferite alele ale genei CYP1A1 Alela "puternic inductibila" codifica o varianta enzimatica cu activitate crescuta Fumatorii homozigoti pentru aceasta alela au un un risc de 7 ori mai mare de a dezvolta cancer pulmonar comparativ cu homozigotii pentru alela "slab inductibila", ce codifica o enzima putin eficace în transformarea hidrocarburilor * O alta enzima din familia citocromului P450 este CYP2D6(codificata de o gena situata pe 22q) implicata în oxidarea unor substante (numeroase medicamente, inclusiv beta-blocantul debrisoquina, primul studiat) Varianta "metabolizator lent" determina o rezistenta crescuta la efectul potential cancerigen al fumului de tigara sau a unor cancerigeni industriali (azbest, amine aromatice); în schimb varianta "metabolizator intens" determina un risc crescut (de 18 ori) de cancer pulmonar177 si de vezica urinara Aceeasi varianta, implicata în detoxifierea neurotoxinelor, se coreleaza cu un risc crescut pentru boala Parkinson (2) Conjugarea produsilor intermediari cu glutationul sau gruparea acetil poate fi redusa la anumite persoane, ducând la acumularea acestor produsi înalt reactivi * Astfel variatiile activitatii glutation-S-transferazei (GSTM1) se coreleaza cu un risc crescut (activitate enzimatica nula sau scazuta) sau scazut (protectie) la anumite cancere; de exemplu, s-a stabilit ca circa 70% din bolnavii cu cancer de colon proximal nu au activitate GSTM1 Persoanele care combina genotipul nul pentru GSTM1 si alela CYP1A1 cu activitate crescuta au un risc relativ de cancer de 30 ori mai mare decât cei care nu prezinta aceste caracteristici * Acetilatorii lenti au un risc crescut de cancer vezical daca fumeaza sau sunt expusi la amine aromatice; ei au deasemeeai un risc crescut de cancer colorectal daca în alimentatia lor se afla produsi potential cancerigeni (rezultati frecvent prin anumite metode de preparare) (3) Produsii intermediari intens reactivi pot produce leziuni ale ADN (mai ales la cei cu deficiente relative ale enzimelor de reparare, cum ar fi heterozigotii pentru gena ATM sau persoanele cu mutatii ale genelor BRCA 1 si 2; vezi capitolul 6 B 4), activarea unor oncogene sau mutatii ale genei TP53 ce codifica proteina p53, "gardianul" genomului uman (de exemplu, mutatia codonului 249 în cancerul de ficat la subiectii expusi la aflatoxina B1, toxina produsa de ciupercile din genul Aspergillus, ce pot contamina unele alimente) (4) Proliferarea celulelor ce au suferit leziuni genomice este facilitata probabil de anumite deficiente imunologice, determinate genetic Datele prezentate argumenteaza convingator existenta unei susceptibilitati diferite la cancerigeni a unor persoane diferite Desi bazele genetice si biochimice ale vulnerabilitatii sau rezistentei la cancerele induse de factori din mediu necesita noi cercetari, consecintele benefice pentru sanatatea publica ale identificarii persoanelor cu risc crescut sunt evidente În contextul ecogeneticii chimice ne vom referi, tangential, la un subiect deja abordat (vezi capitolul 6 D 1 3): polimorfismul a1-antitripsinei Variantele SS si ZZ, datorita unor substitutii de aminoacizi în situsul activ al enzimei, au o activitate antiproteazica redusa la 60% si respectiv 10% realizând o deficienta de a1-antitripsina (OMIM 107400) Aceasta reducere a activitatii inhibitorilor favorizeaza actiunea elastazelor, eliberate în procesul inflamator, asupra elastinei din peretii alveolelor pulmonare; degradarea elastinei determina emfizem pulmonar Progresia bolii este mult accelerata la fumatori deoarece fumul de tigara oxideaza metionina 358 din situsul activ al enzimei si astfel îi reduc afinitatea pentru elastaza de circa 2000 de ori Acesta este unul din cele mai clare exemple de "boala ecogenetica" 1 4 ECOGENETICA FIZICA Radiatiile ultraviolete solare reprezinta cauza principala a cancerului cutanat la toti indivizii dar mai ales la cei care au o cantitate redusa de melanina, pigmentul ce absoarbe razele UV De aceea, persoanele blonde sau cu albinism (OMIM 203100) au o vulnerabilitate mai mare la cancer cutanat La acest grup se adauga cei cu defecte ale enzimelor de reparare a ADN, cum ar fi bolnavii de xeroderma pigmentosum (OMIM 278700) (vezi capitolul 6 B 4 1) Probabil ca studiile viitoare ale polimorfismul normal al enzimelor de reparare va aduce date suplimentare pentru identificarea persoanelor vulnerabile la cancere în general si cancer cutanat în special 2 FARMACOGENETICA Evaluarea efectelor terapeutice ale medicamentelor a permis, în timp, constatarea unor diferente în actiunea lor la bolnavi diferiti suferind de aceeasi boala, precum si a unor reactii adverse, neasteptate, care uneori erau fatale Aceste variatii individuale pot fi produse de factori multipli - vârsta, sex, boala, interactiuni medicamentoase etc - dar o serie de observatii clinice au dus la concluzia ca factorii genetici ("individualitatea biochimica" dupa Garrod, 1909) influenteaza decisiv metabolismul si deci eficacitatea medicamentului precum si producerea unor reactii adverse178 Astfel, în 1950 se descopera sensibilitatea la primachin (la subiectii cu deficienta în G6PD), metabolizarea lenta a izonoazidei (la unii bolnavi de tuberculoza) si apneea prelungita la succinilcolina; toate aceste caracteristici legate de actiunea medicamentelor se transmit ereditar Treptat, prin noi descoperiri, a devenit evident ca, foarte probabil, orice cale de metabolizare a medicamentelor poate prezenta variatii genetice179 iar aceste variatii sunt frecvente si au incidente diferite, uneori importante, în grupuri populationale diferite Pe aceasta baza Motulsky (1957) si Vogel (1959) introduc conceptele si termenul de farmacogenetica - domeniu de studiu a variatiilor individuale determinate genetic la actiunea medicamentelor180 Conceptul de farmacogenetica îsi are originea în observatiile clinice ale unor pacienti cu concentratii plasmatice sau urinare crescute sau scazute ale unor medicamente; apoi s-a stabilit ca modificarile chimice care produc aceste variatii sunt ereditare si abia mai târziu s-au identificat enzimele implicate în metabolizarea medicamentelor, genele care le codifica si variantele lor alelice (deci variatii în secventa ADN) asociate cu caracterul ereditar respectiv În aceste conditii si tinând cont de frecventa semnificativa a polimorfismelor genetice în populatiile umane, s-a ajuns la ideea ca dezvoltarea farmacogeneticii, într-o varianta moderna de farmacogenomica, ar putea sa permita în viitor - prin folosirea unor teste adecvate - stabilirea drogului si/sau dozei corespunzatoare pentru fiecare pacient sau, pe scurt, personalizarea medicatiei ("medicamentul potrivit pentru pacientul potrivit") Aparitia farmacogeneticii a adus însa în discutie o problema deosebit de interesanta: originea polimorfismelor ce determina raspunsul variabil la droguri si mecanismul mentinerii lor, deoarece era evident ca ele au aparut înaintea folosirii drogurilor si nu "ca raspuns" la utilizarea lor Deoarece enzimele implicate în biotransformarea drogurilor participa si la metabolizarea substantelor alimentare obisnuite, se considera ca polimorfismele au aparut în populatii diferite ca urmare a presiunii selective alimentare Aceasta explica si frecventa lor diferita în grupuri etnice diferite Studiile variatiilor normale în raspunsul la medicamente al indivizilor dintr-o populatie pot da informatii privind natura determinismului genetic: * o distributie discontinua, bimodala sau trimodala, indica o ereditate monogenica (de exemplu, o enzima codificata de alelele unui singur locus polimorfic); curba bimodala (figura 8 3) se observa atunci când în populatie exista indivizi homozigoti hipometabolizatori, purtatori ai unei mutatii inactivatoare si indivizi normo- sau hipermetabolizatori, care au un genotip normal; daca heterozigotii realizeaza o grupa separata între cele doua tipuri de homozigoti atunci distributia este trimodala * o distributie continua - o curba de tip gaussian - reflecta un determinism multifactorial, deci o combinatie a factorilor genetici si de mediu; ponderea acestor elemente este apreciata prin studiul gemenilor; mediana acestei curbe a fost desemnata drept LD50 (lethal dose - doza letala - pentru 50% dintre subiecti) Orice medicament administrat unui pacient este absorbit si apoi transportat si distribuit la situsurile sale de actiune, unde va interactiona cu tintele terapeutice, receptori sau enzime; aici va suferi transformari în metaboliti (care sunt mai solubili în apa si mai usor de eliminat) si în final va fi excretat; uneori produsul initial este convertit în compusi terapeutici activi iar alteori se pot produce metaboliti toxici, ce trebuie neutralizati Fiecare dintre aceste procese poate fi potential influentat de variatii genetice semnificative clinic; ele se grupeaza în doua categorii: * variabilitatea farmacocinetica care se refera la diferentele privind absorbtia, rata de metabolizare si eliminare a medicamentului si a catabolitilor sai; aceasta influenteaza relatia doza-concentratie plasmatica si relatia doza-concentratie tisulara; * variabilitatea farmacodinamica ce include polimorfismele proteinelor implicate în transportul medicamentelor în organism si ale tintelor terapeutice (receptori, enzime); aceastea influenteaza direct relatia doza-efect 2 1 FARMACOGENETICA METABOLISMULUI MEDICAMENTELOR Farmacologii au stabilit ca în procesele (caile) de metabolizare ale medicamentelor exista, principial181, doua etape: * Faza I de biotransformare, prin reactii de oxidare, dehidrogenare, hidroliza etc; * Faza II de conjugare, prin reactii de acetilare, glucuronidare, sulfatare, metilare etc Primele observatii clinice de "afectiuni farmacogenetice" dateaza de circa 50 de ani când a fost descrisa o perturbare a unei reactii de faza I - hidroliza succinilcolinei (un relaxant muscular folosit în chirurgie), de catre butirilcolinesteraza (pesudocolinesteraza); subiectii cu o forma atipica de enzima nu pot hidroliza succinilcolina fapt ce determina o prelungire a paraliziei musculare indusa de medicament si apnee Aceasta caracteristica se transmite ereditar, autosomal recesiv Aproape în aceeasi perioada a fost observata si o variatie genetica în faza II de metabolizare a medicamentelor prin acetilare Concentratia plasmatica a unor medicamente metabolizate de catre N-acetiltransferaza (isoniazida - un agent tuberculostatic, hidralazina - un antihipertensiv, procainamida - un drog antiaritmic) prezinta variatii individuale la subiectii cu acetilare lenta sau rapida, care au consecinte clinice Aceste exemple de variatii individuale farmacogenetice au dus la amplificarea studiilor variabilitatii genetice în alte cai de biotransformare ale medicamentelor a Farmacogenetica fazei I de transformare a medicamentelor Cele mai importante enzime implicate în faza I de metabolizare a medicamentelor sunt enzimele din superfamilia citocromului P-450 Dintre acestea, CYP2D6 sau citocromul P-450 2D6 prezinta un polimorfism genetic ce influenteaza metabolizarea multor medicamente (tabelul 8 3) si determina diferente individuale ale efectelor farmacocinetice si terapeutice Tabelul 8 3 Polimorfisme genetice care afecteaza raspunsul la o serie de medicamente Enzima (varianta alelica) Localizare cromosomica Frecventa metabolizatorilor slabi Exemple de droguri metabolizate Efectul administrarii drogului Enzime de clasa I CYP2D6[*2A, *3, *4, *5, *6, *10, *17] 22q13 1 6-10% dintre caucazieni; 2-5% dintre afro-americani; 1% dintre asiatici Debrisoquina; Sparteina; Nortriptilina; Codeina Efect accentuat; Efect accentuat; Efect accentuat; Efect redus CYP2C9[*2, *3] 10q24 6-8% dintre caucazieni Warfarina; Fenitoina Efect accentuat; Efect accentuat CYP2C19[*2, *3] 10q24 1-24 3 3-5% dintre caucazieni; 12-23% dintre asiatici Omeprazol Efect accentuat Dihidropirimidin dehidrogenaza [D74V; C29R] 1p24 1% din întreaga populatie 5-Fluorouracilul Efect accentuat Butirilcolinesteraza [D70G; T243M] 3q26 1-26 2 1 la 3500 europeni Succinilcolina Efect accentuat Enzime de clasa II NAT2 [*58] 8p23 1-21 3 52% dintre caucazinei; 17% dintre japonezi Izoniazida; Hidralazina; Procainamida Efect accentuat; Efect accentuat; Efect accentuat Uridin difosfat glucuronozil-transferaza 1A1 [P229Q, G309E] 2q37 11% dintre caucazieni; 1-4% dintre asiatici Irinotecanul; Bilirubina Efect accentuat; Sindroamele Gilbert si Crigler-Najjar Tiopurin 5-metiltransferaza [A80P, A154T] 6p22 3 1 la 300 caucazieni; 1 la 2500 asiatici Mercaptopurina; Azatioprina Toxicitate; Toxicitate Catecol O-metiltransferaza [V158M] 22q11 2 25% dintre caucazieni Levodopa Efect accentuat Circa 5-10% din persoane în populatia caucaziana au o deficienta relativa în abilitatea lor de a oxida doua medicamente "test" pentru aceasta categorie - debrisoquina, un medicament antihipertensiv, si sparteina, un antiaritmic si oxitocic - alcatuind un grup de subiecti cu metabolizare redusa ("slaba"); ei au o eliminare urinara diminuata a metabolitilor si, consecutiv, o crestere a concentratiei lor plasmatice, fapt ce produce efecte mai exagerate ale celor doua medicamente-test, comparativ cu persoanele cu metabolizare rapida (figura 8 4) Studiile genetice au aratat ca oxidarea redusa a debrisoquinei si sparteinei se transmite ereditar, autosomal recesiv, iar subiectii sunt homozigoti (sau heterozigoti compusi) pentru alele ce codifica enzime cu activitate CYP2D6 redusa sau nula Având în vedere numarul mare de medicamente tranformate prin oxidare mediata de CYP2D6 s-au elaborat metode pentru determinarea statusului de metabolizator redus sau metabolizator rapid (intens) folosind ca "droguri test" debrisoquina sau sparteina Din pacate aplicarea lor clinica de rutina s-a dovedit a fi dificila Atunci s-a recurs la tehnicile de genetica moleculara care au permis caracterizarea unor variatii genetice (polimorfisme ADN) responsabile pentru activitatea redusa sau absenta a CYP2D6 Au fost descrise peste 75 de alele CYP2D6 Studiul subiectilor cu metabolizare rapida a aratat, surprinzator, ca ei poseda mai multe copii ale genei CYP2D6 Aceasta explica raspunsul terapeutic inadecvat la dozele standard ale medicamentelor metabolizate de CYP2D6 (de exemplu, antidepresivul nortriptilina) Studiul polimorfismelor genetice a fost extins si la alte isoforme ale citocromului P-450, implicate în metabolizarea unor medicamente specifice (tabelul 8 3): * CYP2C9 - care metabolizeaza warfarina, losartranul, fenitoina; * CYP2C19 - care metabolizeaza omeprazolul; * CYP3A5 - implicat în biotransformarea unui numar mare de medicamente Un alt exemplu de farmacogenetica a fazei I de transformare a medicamentelor îl reprezinta metabolismul fluorouracilului, un medicament antineoplazic, care în dozele standard poate produce o afectare fatala a SNC la persoanele cu deficienta a dihidropirimidin dehidrogenazei b Farmacogenetica fazei II de transformare a medicamentelor Unul din primele exemple descoperite de variatii ereditare a enzimelor implicate în faza II-a de metabolizare a medicamentelor a fost acetilarea izoniazidei de catre N-acetiltransferaza (NAT) Astazi se stie ca exista doua gene (localizate pe cromosomul 8) ce codifica acetiltransferaze - NAT1 si NAT2 - si ca multe alte medicamente sunt metabolizate prin interventia lor (procainamida, hidralazina, nitrazepamul, dapsona, sulfametazina etc ) Polimorfismul acetilarii a fost identificat prima data la bolnavii cu tuberculoza tratati cu isoniazida Acetilatorii lenti, homozigoti pentru o alela NAT2 deficienta, au o concentratie plasmatica crescuta a medicamentului, la o terapie standard, si dezvolta o neuropatie periferica, toxica De asemenea acetilatorii lenti expusi la arilamine cancerigene (de exemplu, benzidina) au o incidenta crescuta a cancerului de vezica iar femeile la postmenopauza fumatoare au un risc crescut de cancer de sân Acetilatorii rapizi au frecvent esecuri ale terapiei cu isoniazida administrata o data pe saptamâna Daca sunt hipertensivi necesita o doza mai mare de hidralazina pentru controlul tensiunii arteriale Un alt exemplu îl reprezinta metilarea tiopurinelor (mercaptopurina si azatioprina), antimetaboliti folositi în clinica ca imunosupresoare si pentru tratamentul unor neoplazii Metilarea este produsa de catre enzima tiopurin S-metiltransferaza (TMTP) Pe baza nivelului de activitate a TMTP în hematii, populatia poate fi divizata în trei grupe - cu metabolizare scazuta, medie, înalta - iar nivelul individual se transmite codominant La dozele standard de tiopurine persoanele cu activitate TMTP scazuta au o concentratie crescuta de metabolit activ si un risc important de mielosupresie; la persoanele cu activitate TMTP înalta eficacitatea tiopurinelor este redusa, deoarece drogul este metabolizat rapid Astazi exista posibilitatea testarii efectului farmacogenetic al TMTP si individualizarii terapiei pe aceasta baza Mai mult, gena TPMT a fost clonata iar variantele alelice responsabile de nivelul scazut sau crescut al activitatii TPMT au fost identificate, putându-se astfel practica un diagnostic molecular precis 2 2 POLIMORFISMELE GENETICE CU EFECTE INDIRECTE ASUPRA RASPUNSULUI LA MEDICAMENTE Polimorfismul unor gene ce codifica proteine care nu sunt implicate în biotransformarea medicamentelor si nici în tintele directe ale actiunii lor - pot influenta raspunsul la tratament: * Diferente individuale în actiunea factorilor de coagulare pot predispune femeile ce iau contraceptive orale la tromboze venoase (ale venelor profunde sau venelor cerebrale); * Mutatii ale genei RYR1 ce codifica proteine ce formeaza un canal de eliminare a ionului de calciu din celula produce hipertermia maligna (vezi caseta 8 2) * Polimorfismul genelor pentru proteine de transfer ale esterilor de colesterol poate influenta progresia aterosclerozei sub terapia cu statine; * Variatii genetice în transportorii celulari de sodiu si potasiu (de exemplu, gena KCNE2 ce codifica o subunitate a canalului de potasiu) pot avea un rol predispozant la efectele toxice (aritmii grave) ale unor droguri (trimetoprin-sulfametoxazol; claritromicina) ce induc la anumiti pacienti un sindrom QT-lung; * Polimorfismul genei apolipoproteinei E (APOE) pare a influenta raspunsul la terapia pentru boala Alzheimer precum si la medicamentele ce scad lipidemia Astfel pacientii cu boala Alzheimer care au alela 4 a APOE (circa 40%) au raspuns redus la tratamentul cu inhibitori de acetilcolinesteraza (tacrina); pacientii cu alela 2 APOE au o diminuare mai importanta a LDL dupa terapia de scadere a lipidelor, inclusiv cu statine CASETA 8 2 Boli farmacogenetice frecvente Sensibilitatea la succinilcolina Succinilcolina, folosita ca miorelaxant în interventiile chirurgicale, este formata din doua molecule de acetilcolina si necesita interventia unei colinesteraze serice pentru metabolizare (hidrolizeaza acetilcolinei) Functia normala a acestei enzime nu este înca bine definita dar ea nu poate avea un rol fiziologic major deoarece absenta completa nu produce obisnuit boala Circa una din 3000 de persoane din populatia europeana este homozigota pentru o alela mutanta, ce codifica o colinesteraza atipica Homozigotii sunt incapabili de a degrada succinilcolina, ceea ce conduce la instalarea unei apnei prelungite (peste o ora), ce necesita ventilatie artificiala Gena implicata în sensibilitatea la succinilcolina este gena pentru butirilcolinesteraza (BCHE) localizata pe cromosomul 3q21-26 În populatie exista doua variante genice cu actiune codominanta: "U" (usual) si A (atipica) Alela A a rezultat prin mutatia cu sens gresit (Asp70Gly) si determina o sensibilitate exagerata la actiunea succinilcolinei Hipertermia maligna Este o afectiune monogenica cu transmitere dominant-autosomala Boala apare dupa administrarea unor anestezice inhalatorii, de tipul halotanului, sau a unor miorelaxante, de tipul succinilcolinei Maladia se caracterizeaza prin hipertermie, spasme musculare si, în final, exitus Incidenta bolii la copii este estimata la 1:12000, iar la adulti la 1:100 000 În majoritatea cazurilor, este implicata gena RYR1, localizata pe cromosomul 19q13 1-13 2, care codifica un canal ionic de calciu În alte cazuri, au fost identificate mutatii ale genei CACNL1A3, care codifica subunitatea ?1 a receptorului dihidropiridinei Porfiria acuta intermitenta Este o boala cu transmitere autosomal dominanta ale carei manifestari clinice sunt declansate de diferite medicamente (barbiturice, sulfamide etc), unii hormoni steroizi sau înfometare Tabloul clinic este polimorf si poate mima variate stari patologice, de la abdomen acut la psihoze Defectul primar este reprezentat de catre deficienta în porfobilinogen (PBG) dezaminaza, care transforma PBG într-un precursor al hemului Administrarea unor compusi chimici creste sinteza de citocrom P450 hepatic (proteina ce contine hem) si prin aceasta scade nivelul celular al hemului care, prin mecanism feed-back, va declansa sinteza de PBG; acesta nu va putea fi însa metabolizat, determinând disfunctiile neurologice Deficienta in glucozo-6-fosfat dehidrogenaza Este o afectiune recesiva legata de X si este considerata a fi cea mai frecventa boala enzimatica cu circa 400 milioane indivizi afactati în întraga lume Boala se manifesta prin aparitia la barbati a unor crize de hemoliza induse de o serie de medicamente oxidante ca antimalaricul primachina, antibioticele sulfonamidice, sulfonele precum dapsona utilizata în tratamentul leprei, naftalenul sau ingestia de Vicia faba Toti acesti agenti actioneaza prin depletia NADPH care protejeaza eritrocitele împotriva alterarilor oxidative prin regenerarea glutationului redus 2 3 FARMACOGENOMICA SI VARIABILITATEA FARMACODINAMICA În afara variatiilor genetice ale metabolismului medicamentelor, descrise anterior, aria farmacogeneticii s-a extins si la alte etape ale farmacocineticii si farmacodinamicii drogurilor Au fost studiate în mod deosebit proteinele implicate în transportul medicamentelor în organism iar, mai recent interactiunea medicamentelor cu tintele terapeutice (receptori, enzime etc) Cert este ca multe medicamente sunt transportate si metabolizate prin interventia unor proteine-enzime multiple, care actioneaza în etape si pe cai multiple - astfel ca variatiile genetice au un determinism poligenic, cu o distributie suprapusa, de aspect gaussian În aceste conditii numai studiile bazate pe polimorfismul ADN (SNPs182, microsatetitii, minisatelitii, insertiile si deletiile mici etc) (vezi capitolul 6 D 2) ar putea permite obtinerea unor informatii farmacogenetice despre numeroasele gene ce codifica proteine relevante în biotransformarea si actiunea unor medicamente Se trece astfel de la farmacogenetica la farmacogenomica Termenii sunt relativ sinonimi ca sens si numai din ratiuni practice si didactice deosebim farmacogenetica - care foloseste metodele clasice ale geneticii (bazate pe relatia fenotip-genotip) concentrându-si preocuparile pe metabolismul medicamentelor - de farmacogenomica, care foloseste studiul polimorfismelor ADN din genomul uman (relatia genotip-fenotip) pentru analiza variatiilor în transportul medicamentelor si tintele lor de actiune(receptori, enzime etc) Au fost deja identificate peste 60 000 de SNPs în regiunile codante ale genelor si unele dintre acestea au fost deja asociate cu modificari substantiale în metabolismul sau efectele medicamentelor a Polimorfismul proteinelor de transport Proteinele de transport au un rol important în absorbtia, distributia si excretia multor medicamente Cel mai intens studiate sunt proteinele din familia transportorilor membranari-fixatori de ATP (numiti si transportori ABC) si în special glicoproteina-P, codificata de gena ABCB1 (numita si MDR1 - de la Multiple Drug Resistance); functia principala este efluxul celular de substrate (si deci de numeroase medicamente) sau, mai clar, excretia de xenobiotice si metaboliti în urina, bila, lumen intestinal; ea actioneaza si la nivelul barierei creier-sânge din plexurile coroide, limitând acumularea multor droguri în creier În structura genei ABCB1 au fost identificate doua polimorfisme SNPs, în codonul 21 si 26, care s-au dovedit a fi asociate cu variatii în disponibilitatea drogurilor, concentratiile plasmatice sau efectul lor (spre exemplu, în tratamentul epilepsiei sau în terapia antitumorala În afara de glicoproteina-P, au fost studiate polimorfismele altor transportori ABC si influenta lor asupra actiunii unor medicamente (de exemplu, unele variante alelice ale genei ABCC4 dau rezistenta la tratamentul cu agenti antiretrovirali în HIV) b Polimorfismul genetic ce influenteaza tintele medicamentelor Variatiile genetice în tintele de actiune ale medicamentelor (de exemplu, receptorii) pot avea un efect important asupra eficacitatii lor Dintre multiplele exemple studiate recent vom mentiona polimorfismul genei ADRB2 pentru adrenoreceptorul-2, "tinta" celor mai frecvent utilizate medicamente în astm dar si în alte afectiuni Diferite variante (SNPs) ale genei influenteaza functia receptorului (procesul de transductie a semnalului) si raspunsul farmacologic la o serie de medicamente: agonisti-2 (folositi pentru vasodilatatie sau bronhodilatatie, în astm), inhibitori ai enzimei de conversie ai angiotensinei (ACE) sau inhibitori de arahidonat-5-lipooxigenaza (ALOX5) În cazul cancerului mamar, administrarea de herceptin, un anticorp monoclonal hibrid cu fixare specifica pe receptorul HER2, are eficienta crescuta la pacientele cu hiperexpresie a acestui receptor; la ora actuala exista un test specific - HERCEPTEST - de detectie a activitatii receptorului, ceea ce permite alegerea pacientelor la care acest tratament este benefic c Perspectivele farmacogenomicii Una din marile probleme ale medicinii moderne este aceea a îmbunatatirii efectului medicamentelor Exista, însa, dificultati serioase în evaluarea componentei ereditare a raspunsului la medicamente: * cunostinte incomplete despre farmacocinetica si mecanismul de actiune a unor medicamente; * raspunsul organismului la droguri are un determinism poligenic, fapt ce necesita identificarea multiplelor gene implicate si stabilirea relatiei dintre efecte medicamentelor si anumite polimorfisme ADN ale acestor gene; * realizarea dificila a studiilor familiale; necesitatea unui mare numar de pacienti expusi la drog si urmariti á la longue; * relatiile farmacogenetice trebuie sa fie validate pentru fiecare indicatie terapeutica si în diferite grupuri etnice, din cauza heterogenitatii populatiilor (un anumit genotip poate fi important în determinarea efectelor unui medicament într-o anumita populatie dar nu si în altele); * existenta unor dileme bioetice legate de furnizarea de date prognostice si alegerea terapiei Dezvoltarea geneticii moleculare si amplificarea cunostintelor despre genomul uman si actiunea genelor va avea un impact major asupra producerii medicamentelor si administrarii lor, într-un mod care este greu de imaginat astazi În mod cert ele vor duce la identificarea unor noi medicamente precum si la ameliorarea eficacitatii si sigurantei medicamentelor, în toate specialitatile medicale (vezi caseta 8 3) CASETA 8 3 Aplicatiile farmacogeneticii în domeniul cardiologiei * Pacientii cu insuficienta cardiaca congestiva, purtatori ai mutatiei genei enzimei de conversie a angiotensinei (ACE) ce determina formarea unei variante trunchiate a enzimei ar putea beneficia de tratament cu betablocante; acest lucru este posibil deoarece la homozigotii mutanti nivelul activitatii ACE este foarte înalt, cordul este suprasolicitat, deteriorându-se rapid; la acesti pacienti, tratamentul betablocant având actiune deprimanta asupra axului renina-angiotensina-aldosteron (RAA) are efecte benefice asupra functiei cardiace * Tinând cont de aceste aspecte, efectul inhibitorilor ACE în HTA variaza în functie de profilul genetic, fiind astfel utila determinarea acestui profil, bazat pe identificarea SNPs * În plus, efectul medicatiei antihipertensive depinde si de rata de metabolizare a aldosteronului, a carui sinteza depinde de actiunea mai multor enzime CYP polimorfe (11-?-hidroxilaza si aldosteron-sintetaza); gradul de remodelare cardiaca (hipertrofia) si vasculara (rigidizarea) în caz de HTA este influentat de cantitatea si de tipul celor doua enzime din tesutul miocardic si vascular, de unde si variabilitatea raspunsului la antialdosteronice * Raspunsul la inhibitorii de HMG-reductaza în tratamentul hipercolestoremiei ar depinde de polimorfismul CETP (colesteryl-ester-transfer-protein) Purtatorii de alele B1B1 prezinta niveluri crescute cu CETP si concentratii crescute de LDL, dar raspund mai bine la tratamentul cu statine (comparativ cu purtatorii de alele B2B2 care pot fi clasati drept non-responderi) Domeniile cercetarii farmacogenomice sunt reprezentate de: * identificarea genelor cauzatoare de boala, ce pot fi manipulate prin medicamente; * identificarea polimorfismelor genetice implicate în metabolizarea medicamentelor (la cele 3 nivele: enzime de biotransformare si conjugare, proteine de transport, receptori); * stratificarea medicamentelor în functie de polimorfismul mononucleotidic, adica individualizarea terapiei medicamentoase în functie de profilul genetic individual pentru a evita reactiile adverse; * stratificarea genetica populationala prin scanarea genomului uman pentru identificarea genelor implicate în raspunsul la tratament; * determinarea tipurilor de expresie genica (proteom) în tesuturile tinta precum si a interactiunii dintre medicament si receptorul-tinta prin analiza programului transcriptional al tesutului tinta privind raspunsul la medicament Nu înseamna totusi ca farmacogenetica va revolutiona medicina peste noapte, deoarece translatia rezultatelor din cercetare în medicina clinica este dificila, de durata si scumpa Costurile actuale pentru asemenea "screeninguri farmacogenomice" sunt mari dar cu siguranta tehnologia microcipurilor ("microarray")183 se va dezvolta iar beneficiile reducerii frecventei raspunsurilor adverse si ale cresterii eficentei terapeutice vor justifica investitiile "Medicina predictiva si individualizata", personalizata în functie de genotipul individului afectat si tratat, este realmente posibila dar într-un viitor apropiat În concluzie, farmacogenomica reprezinta un nou domeniu de aplicare al farmacogeneticii, cu implicatii majore în sinteza tintita a anumitor medicamente si cunoasterea profilului raspunsului individului la actiunea noilor medicamente Aceste implicatii pot avea doua beneficii majore: predictia, cu un grad înalt de acuratete, a indivizilor ce pot avea reactii adverse la un medicament (prin cartografierea SNPs a genomului) si dezvoltarea profilurilor farmacogenetice, ce va permite ajustarea dozei medicamentoase pentru realizarea unei eficiente maxime C BOLILE GENETICE Recunoasterea rolului factorilor genetici în cauzalitatea bolilor umane a determinat clasificarea lor în trei mari categorii: boli ecologice - negenetice (produse de factorii din mediul extern), boli multifactoriale (produse de actiunea combinata a factorilor de mediu si a factorilor genetici) si boli genetice (determinate predominant de mutatii) În sectiunile precedente ale acestui capitol am argumentat faptul ca, în afara de traumatisme, termenul de "negenetic" poate fi impropriu caci este greu de conceput ca o boala poate fi integral negenetica Factorii genetici sunt prezenti de la conceptie iar dezvoltarea unui individ depinde de interactiunea factorilor genetici si de mediu De aceea, orice variatie umana, atât în starea de sanatate cât si de boala, implica actiunea într-o anumita proportie a factorilor genetici Astfel, chiar în bolile bine definite ecologic (de exemplu, infectiile) factorii genetici pot juca un rol critic Se poate deci afirma ca aproape toate bolile umane au o componenta genetica, mai mare sau mai mica În aceste conditii se pune firesc întrebarea: ce sunt de fapt bolile genetice? Termenul de boli genetice este rezervat cu precadere afectiunilor determinate de mutatii genice si anomalii cromosomice dar genetica medicala include în sfera sa de actiune si bolile multifactoriale, conditionate genetic sau cu predispozitie genetica, mai ales acelea în care factorii genetici au o contributie (exprimata prin heritabilitate) mai mare de 50% (majoritatea malformatiilor izolate, bolile comune ale adultului si numeroase forme de cancer) Indiferent de terminologie si încadrare, se poate afirma justificat ca mutatiile reprezinta o cauza majora de boala sau predispozitie la boala Genetica umana a dobândit, într-un timp relativ scurt, un rol din ce în ce mai important în practica medicinii clinice, fiind o componenta centrala a întelegerii celor mai multe boli majore (de la bolile copilariei pâna la bolile comune ale adultului), a diagnosticului si profilaxiei lor 1 CLASIFICAREA BOLILOR GENETICE În functie de tipul de modificari genetice, de localizarea si actiunea lor - se pot deosebi cinci categorii de boli genetice: boli cromosomice, boli monogenice (mendeliene sau moleculare), boli mitocondriale, boli multifactoriale si boli ale genomului celulelor somatice Aceasta este o clasificare "practica" dar de etapa, deoarece, asa cum vom vedea, diferentele dintre aceste categorii tind sa se estompeze iar identificarea unor mecanisme genetice noi va duce, probabil, la noi clasificari In acest sens vom reaminti (vezi capitolul 6 B 1 3) grupul de boli genomice produse prin recombinarea omologa nealelica între diferite regiuni din genom, determinata de "arhitectura" lui specifica; în functie de marimea segmentului genomic implicat se poate produce: o boala monogenica, un sindrom al genelor contigue sau o aberatie cromosomica (vezi tabelul 6 1) a Bolile cromosomice Bolile cromosomice sunt produse de modificari în numarul si structura cromosomilor, "vizibile la microscop" (inclusiv prin tehnicile de FISH; vezi capitolul 2 D 3 2) Aceasta ultima precizare exclude deletiile/duplicatiile genice identificate numai prin tehnicile de analiza moleculara Oricum, sindroamele produse de microdeletii sau microduplicatii de circa 4Mb se gasesc la limita dintre bolile cromosomice si bolile moleculare Frecventa anomaliilor cromosomice, estimata (cu tehnicile clasice) prin studii sistematice la nou-nascuti vii, este în jur de 6‰ Aceasta valoare este, evident, o subestimare a frecventei reale si, pe baza datelor obtinute cu tehnicile de marcaj în benzi si FISH, se apreciaza ca frecventa reala este de circa 9-10‰ nou-nascuti vii (vezi capitolul 6 C 3); anomaliile neechilibrate vor produce sindroame plurimalformative (peste 600 de entitati în catalogul editat de Schinzel, 1984) iar cele echilibrate, desi nu modifica fenotipul pacientului, pot genera tulburari de reproducere Aceste cifre reprezinta doar "partea vizibila" a icebergului deoarece asa cum am aratat deja (vezi tabelul 6 6) multi embrioni cu anomalii cromosomice se elimina precoce în viata intrauterina Oricum, aberatiile cromosomice sunt principalele cauze ale anomaliilor congenitale multiple, retardului mintal, tulburarilor pubertare sau de reproducere (sterilitate, avorturi spontane, nou-nascuti morti) Cele mai frecvente boli cromosomice vor fi descrise în capitolul 10 b Bolile monogenice Bolile monogenice sunt produse de mutatia unei singure gene (din genomul nuclear) cu efect major, care codifica o proteina de structura sau o enzima Aceste mutatii se transmit în succesiunea generatiilor dupa tipul mendelian: autosomal dominant, autosomal recesiv sau legat de X; de aceea mai sunt numite boli mendeliene si sunt repertoriate în catalogul Mendelian Inheritance of Man, editat (din 1966) de Victor McKusick (ed 12, 1998; OMIM - versiunea online) (vezi caseta 5 4) Din cele peste 14 000 de caractere mendeliene, normale sau patologice, listate în OMIM aproape 9 000 reprezinta boli monogenice care realizeaza o frecventa globala estimata initial la 10‰ nou-nascuti (Carter,1977); incidenta reala, actuala, este foarte probabil dubla (20-24‰) dar exista motive sa apreciem ca aceasta va creste o data cu identificarea unor noi mutatii genice În circa 40% din bolile monogenice a fost localizata (deseori clonata) gena implicata si se cunoaste defectul primar, proteina anormala; pentru aceste afectiuni se foloseste deseori, în practica, termenul de boli moleculare Bolile monogenice, mendeliene, mai frecvente vor fi prezentate în capitolul 11 c Bolile mitocondriale Bolile mitocondriale sunt un tip particular de boli monogenice produse de mutatii în genomul mitocondrial, care afecteaza producerea de energie în muschi si nervi; ele au un rol important în îmbatrânirea celulara Se cunosc pâna în prezent 60 de boli mitocondriale, în majoritatea lor rare, dar probabil ca mutatiile genomului mitocondrial sunt implicate într-un mod mult mai complex în patologia umana (vezi capitolul 12) d Bolile multifactoriale Bolile multifactoriale pot avea o distributie familiala dar NU se transmit mendelian (!) Aceasta caracteristica demonstreaza interventia unor factori ereditari (reprezentati de obicei prin mai multe gene - poligenie) care interactioneaza permanent si complex factorii de mediu, pentru a produce starea de boala De cele mai multe ori, factorii genetici realizeaza o predispozitie genetica, o vulnerabilitate individuala la îmbolnavire Bineînteles, nu toti indivizii predispusi se îmbolnavesc deoarece vulnerabilitatea se distribuie în populatie sub forma curbei Gauss si este necesara interventia factorilor de mediu care, atunci când depasesc un anumit prag, transforma predispozitia în boala (vezi capitolul 6 E 2 - modelul distributiei continue cu prag) Progrese recente în studiul unor boli multifactoriale pledeaza pentru existenta unui model alternativ, mixt, în care factorii genetici sunt reprezentati de o componenta monogenica majora (una sau doua gene importante în patogenia bolii, cu mai multe alele cu actiune/eficienta variabila) si o componenta poligenica minora care interactioneaza cu factori de mediu si împreuna moduleaza efectul genei/genelor majore Teoria oligogenica ar reprezenta de fapt o piesa a spectrului complex al determinismului bolilor umane, ilustrat în figura 8 5, care face tranzitia dintre bolile monogenice si cele poligenice Aceasta teorie deschide o perspectiva optimista pentru identificarea genelor de predispozitie, depistarea indivizilor predispusi genetic si descoperirea agentilor de mediu decisivi pentru o boala Paradoxal, unul din cele mai importante beneficii ale identificarii genelor de susceptibilitate la boala nu este potential util pentru terapia genica ci mai curind pentru oportunitati de tratament si preventie a bolilor prin intermediul manipularii mediului în care anumiti indivizi dezvolta un risc genetic (vezi capitolul 6 E 3) Vom încheia aceasta prezentare subliniind ca bolile multifactoriale (vezi capitolul 13) nu sunt numai complexe ci si relativ frecvente: malformatiile congenitale si bolile psihice la copil au o incidenta de 20-30‰ iar bolile comune ale adultului au o frecventa de doua ori mai mare; per total, incidenta bolilor multifactoriale depaseste 50 ‰ e) Bolile prin mutatii somatice Bolile prin mutatii somatice rezulta prin efectul cumulativ al unor mutatii somatice succesive, în gene diferite, unele produse prin erori de replicare a ADN, iar altele de catre factori de mediu În aceasta categorie se includ marea majoritate a cancerelor, multe boli autoimune, precum si procesul de îmbatrânire; bolile se produc dupa conceptie, sunt limitate la celulele somatice si deci NU se transmit la descendenti Într-un procent mic de cazuri o mutatie initiala (importanta dar nu suficienta pentru producerea bolii) se poate mosteni de la unul din parinti, producând o predispozitie genetica la boala (de exemplu, mutatia genei BRCA1 în cancerul de sân familial) Frecventa acestei categorii de boli este estimata la circa un sfert din populatia adulta (vezi tabelul 1 2) 2 CARACTERELE GENERALE ALE BOLILOR GENETICE Bolile genetice prezinta o serie de caracteristici generale determinate de natura lor, care permit deseori medicului practician sa-si orienteze diagnosticul clinic si etiologic Indiferent de tipul de boli genetice si deci de încadrarea în una din cele cinci categorii precizate mai sus, în determinismul lor intervin - în proportii variabile - factori genetici, mutatii patogene sau neutre (generatoare de polimorfisme genetice), în celulele germinale sau somatice Ele pot fi identificate direct prin analiza cromosomilor sau a ADN genomic si/sau indirect prin efectele primare (la nivelul proteinelor) sau secundare (la nivel celular) (vezi "modelul" sicklemiei, prezentat în capitolul 4 B 3) si, uneori, prin caracterul familial/ereditar al bolii Bolile genetice sunt determinate prenatal, prezente la nastere dar manifeste clinic neonatal sau mai târziu în alte perioade de viata, inclusiv la adult (de exemplu, hemocromatoza, hipercolesterolemia familiala sau ADPKD - ca sa nu citam decât unele boli frecvente - se manifesta fenotipic dupa 30-40 de ani) Acest caracter congenital (lat congenitus = nascut cu) este un indicator pretios pentru natura genetica a unui caracter Dar sensul corect, subliniem înca o data, este de existent la nastere, cu origine anterioara acestui moment, adica în viata intrauterina De asemenea este important sa stim si sa nu gresim punând semnul egalitatii între congenital si genetic, deoarece exista anomalii congenitale negenetice, produse de agresiuni embrio-fetale exercitate de unii agenti externi ca, de exemplu, virusul rubeolei, alcoolismul matern sau unele medicamente (celebrul caz al talidomidei) (vezi capitolul 14) Vom mai mentiona faptul ca bolile prin mutatii somatice (de exemplu, neoplaziile) nu au, deobicei, un caracter congenital (exceptie fac desigur cancerele ereditare sau familiale) Bolile genetice sunt deseori familiale regasindu-se si la alti membri ai familiei bolnavilor Desigur, aceasta nu este o regula absoluta deoarece exista destule boli genetice sporadice, în care bolnavul (ce a suferit o mutatie noua) este singurul membru afectat al familiei, sau boli negenetice prezente la mai multe persoane din familie care au acelasi mediu de viata (de exemplu, unele infectii cronice ca tuberculoza sau hipotiroidia prin carenta de iod în alimentatie or alcoolismul) O parte din bolile genetice sunt ereditare, în sensul transmiterii lor în succesiunea generatiilor, frecvent dupa un model mendelian Termenul de boala genetica, produsa prin mutatii, este mai general si nu se suprapune obligatoriu cu cel de boala ereditara, care presupune evident prezenta afectiunii la bolnavi din generatii diferite Multe boli cromosomice si monogenice sunt genetice dar modificarile fenotipice consecutive mutatiilor sunt fie sunt letale înainte de perioada de reproducere, fie determina o incapacitate de procreare (organica sau situationala) De asemena, circa 2/3 din cancere se produc prin acumularea de mutatii succesive în unele celule somatice (ce formeaza o clona anormala) care însa nu se transmit la descendenti De subliniat necesitatea evitarii erorii de a considera ereditare unele boli exogene, pentru ca sunt prezente la bolnavi din generatii diferite; nu se poate vorbi de tuberculoza ereditara (desi asa cum am mentionat exista o predipozitie genetica; vezi caseta 8 1) si nici de sifilis ereditar (pentru ca Treponema pallidum nu afecteaza genomul ci ci doar se transmite trans-placentar de la mama la fat) În literatura de specialitate, bolile determinate sau conditionate genetic au mai fost caracterizate prin concordanta lor mult mai mare la gemenii monozigoti, comparativ cu gemenii dizigoti (vezi capitolul 5 E) sau prin distributia lor în anumite grupuri etnice sau populationale (vezi capitolul 7 B 4) Aceste caracteristici au firesc mai putina utilitate practica În încheierea acestei prezentari a caracterelor generale ale bolilor genetice, utile pentru a preciza natura lor, vom spune ca nu este întotdeauna usor de raspuns cu "DA" sau "NU" la întrebarea: "boala pacientului este determinata genetic?" Este drept ca în cadrul discutiei despre etiologia bolilor, am afirmat ca orice afectiune care nu este cert si evident cauzata de factori externi poate fi considerata genetica dar aceasta este doar o generalizare care nu permite încadrarea în boli determinate genetic (bolile cromosomice, bolile monogenice si mitocondriale) sau boli conditionate genetic (bolile multifactoriale) Analiza, uneori dificila, a criteriilor mentionate mai sus va permite o clasificare adecvata, în functie de natura mutatiilor (detalii în capitolul 9) Cert este ca acuratetea diagnosticului, anamneza familiala, posibilitatile de explorare genetica si, nu în ultimul rând, experienta medicului sunt decisive Iar actiunea aceasta nu este numai "un joc al inteligentei" ci un fapt necesar pentru buna îngrijire si consiliere medicala a bolnavului si familiei sale, o latura obligatorie a relatiei actuale dintre medic si pacient 3 IMPACTUL SI CONSECINTELE BOLILOR GENETICE ASUPRA STARII DE SANATATE Impactul si consecintele bolilor genetice (cromosomice, monogenice si multifactoriale, cu predispozitie genetica) asupra starii de sanatate este important si deosebit de actual; el poate fi usor demonstrat prin statisticile internationale si modul în care este abordata aceasta patologie în numeroase tari Bolile genetice sunt numeroase Se cunosc peste 10 000 de boli determinate sau conditionate genetic; o parte semnificativa din aceste afectiuni sunt mai frecvente (1:500 - 1:10 000 nn), altele sunt însa mult mai rare; ele au o mare diversitate si se regasesc în aproape toate specialitatile medicale Deci, orice medic, de la medicii de familie la specialisti, vor fi confruntati în activitatea lor cu diferite probleme de patologie genetica Bolile genetice sunt, în ansamblul lor, frecvente; ele afecteaza 5-8% din nou-nascuti deci 1 din 20 de indivizi pâna la 25 de ani si probabil 30-40% în tot cursul vietii (vezi, în capitolul 1, tabelul 1 2) În fiecare an se nasc în România circa 7 500 copii cu anomalii congenitale, boli monogenice sau cromosomice si alti 10 500 vor face o afectiune multifactoriala înainte de 25 de ani Deci peste 18 000 de copii si familiile lor (cu risc de recurenta) au nevoie anual de diagnostic, explorari si sfat genetic La aceasta se adauga rolul important al factorilor genetici în determinismul tulburarilor de reproducere (sterilitate si avorturi spontane) Bolile genetice au o contributie majora la cresterea morbiditatii si mortalitatii, mai ales la copii * Acum mai putin de un secol bolile produse de cauze negenetice (malnutritie, infectii, conditii insalubre etc) produceau majoritatea deceselor la copil; în secolul XX sanatatea publica s-a îmbunatatit si, ca rezultat, mortalitatea infantila s-a redus iar bolile genetice au devenit responsabile de cele mai multe decese la copil De exemplu, în Marea Britanie mortalitatea infantila era în 1914 de 154 la 1000 de nou-nascuti iar bolile genetice si malformative produceau 16,5% din decese; pâna în anul 1991 mortalitatea infantila a scazut spectaculos la 7,4 la 1000 de nou-nascuti iar "contributia" patologiei genetice a ajuns la aproape 50% * Îmbolnavirile prin afectiuni genetice sau anomalii congenitale determina 30-50% din internarile în spitalele de copii si circa 10% din internarile în spitalele de adulti Mai mult, pacientii cu boli genetice sunt spitalizati mai frecvent si pe perioade mai lungi * Bolile genetice sunt boli cronice care realizeaza frecvent un handicap fizic / senzorial / motor sau mintal (circa 75% din toate handicapurile severe ale copilariei sunt de natura genetica) Natura cronica a multor boli genetice implica o grea povara medicala, financiara si emotionala pentru pacientii afectati si familiilor lor ca si pentru societate în general Se poate conchide fara rezerve ca bolile genetice reprezinta o problema majora de sanatate publica, ce impune MSF actiuni concrete si eficace de diagnostic si profilaxie la nivel national Genetica medicala a devenit o specialitate clinica distincta care se ocupa de diagnosticul si îngrijirea pacientilor cu boli genetice precum si de familiile lor, prin: sfat genetic, diagnostic prenatal, screening neonatal sau diagnostic presimptomatic În felul acesta genetica este implicata în asigurarea "sanatatii de-a lungul generatiilor" Ponderea serviciilor de genetica medicala în asistenta medicala a populatiei a devenit importanta si nu mai poate fi ignorata "Copiii handicapati sunt victime ale destinului si este pacat sa fie si victime ale indiferentei sau ignorantei noastre"(J F Kenedy) În aceste conditii, precum si datorita contributiilor noi, majore si eficace în prevenirea bolilor, serviciile de genetica medicala trebuie sa devina o parte integranta a strategiei sanitare a fiecarei tari Daca ne referim la strategie, sa nu uitam ca numeroasele descoperiri din ultimele decenii au avut efecte importante asupra teoriei si practicii medicale Medicina a devenit moleculara, s-a introdus diagnosticul genotipic au aparut farmacologia genomica si terapia genica si s-au pus bazele profilaxiei personalizate si medicinii predictive (vezi capitolul 1 D) Toate acestea vor reduce semnificativ "povara genetica" D ABORDAREA GENETICA ÎN MEDICINA Practica medicala se bazeaza în esenta pe îngrijirea unor pacienti care au o anumita suferinta Medicul implicat în aceasta actiune trebuie sa obtina date pentru a raspunde la doua întrebari specifice, esentiale: (1) ce are pacientul? (2) ce se poate face pentru pacient? Aceste întrebari exprima în principiu elementele majore, clasice, ale relatiei medic - bolnav: diagnosticul si tratamentul bolii, care - asa cum am aratat mai sus - constituie reperele conceptiei esentialiste despre boala Dezvoltarea remarcabila a geneticii medicale în ultimii 30 de ani, atât în planul informatiilor cât si al posibilitatilor practice de evaluare a pacientilor, a adaugat alte doua întrebari care, evident, largesc sfera problemelor si raporturilor dintre medic si pacient: (3) de ce acest pacient a facut aceasta boala, acum? (4) ce posibilitati exista pentru a preveni sau reduce în viitor manifestarea bolii - la pacient si/sau familia sa? Prin a treia întrebare se urmareste stabilirea etiopatogeniei afectiunii Genetica umana a demonstrat ca fiecare om este unic pentru ca are o anumita structura genetica si biologica care explica diferentele individuale în capacitatea de aparare sau metabolizare a substantelor si, deci, în vulnerabilitatea organismului la agresiunile mediului Deasemeni, a devenit evident ca aproape orice boala este rezultatul interactiunii factorilor genetici cu factorii de mediu Ultima întrebare vizeaza prognosticul si profilaxia complicatiilor bolii la pacient precum si riscul de aparitie a afectiunii la alti membri ai familiei Posibilitatea transmiterii genelor mutante sau a genelor de susceptabilitate la rudele bolnavului determina implicarea medicului în viata familiei, pentru a evita aparitia sau recurenta bolii la alte persoane A devenit evident ca în relatia sa cu bolnavul medicul trebuie sa tina cont de toate aceste elemente noi, fundamentate de genetica În felul acesta relatia medic-pacient devine mai complexa, capatând o noua dimensiune reprezentata de abordarea genetica (figura 8 6) Ea a devenit o componenta de rutina a îngrijirii bolnavilor si a prevenirii îmbolnavirilor Abordarea genetica se bazeaza pe trei principii majore, ce determina actiuni distincte: * pacientul are o anumita individualitate biologica, * în marea majoritate a bolilor intervin factori genetici, determinanti sau favorizanti, * genele mutante se transmit la alte persoane din familie (2) Individualitatea biologica Individualitatea biologica a fiecarei persoane este determinata de structura genetica unica, matricea dezvoltarii sale (sex, vârsta, gândire, comportament), mediul în care s-a dezvoltat si experienta sa de viata (educatie, ocupatie, status socio-economic, obiceiuri, alimentatie etc) (vezi capitolul 1 B 1) Aceasta unicitate bio-psiho-sociala poate explica: * raspunsul specific la agresiunile factorilor de mediu sau predispozitia genetica la anumite boli comune; asa cum vom vedea în sectiunea urmatoare (ecogenetica), în functie de structura si eficienta sistemelor ce intervin în mentinerea homeostaziei, fiecare om este mai rezistent sau mai vulnerabil la anumite agresiuni ale factorilor biologici, chimici sau fizici din mediu; cu alte cuvinte "suntem inegali în fata bolii"; * manifestarile variabile si gravitatea bolii, au fost recunoscute de mult timp si sintetizate în celebrul aforism "nu exista boli ci numai bolnavi"; explicatiile acestor fenomene au fost denumite "constitutie" sau "teren" dar în final reprezinta consecintele individualitatii biologice, determinata în primul rând de gene si apoi de mediu; * raspunsul particular la tratament al fiecarui bolnav, determinat de capacitatea de metabolizare si eliminare a compusilor chimici (vezi sectiunea de farmacogenetica); la bolnavi cu aceeasi afectiune un medicament administrat în aceeasi doza poate avea efecte diferite: la unii va fi terapeutic, la altii nu va produce vindecarea iar la unele persoane va da reactii adverse; tratamentele si dozele medicamentelor vor fi adaptate la fiecare bolnav (2)Natura genetica a bolii In functie de ponderea factorilor etiologici - genetici si de mediu - bolile umane sunt determinate genetic (produse predominant de mutatii), conditionate genetic (multifactoriale) si negenetice Cele mai numeroase afectiuni, mai ales în medicina adultului, sunt bolile multifactoriale, în care factorii genetici determina o predispozitie genetica la boala; persoanele vulnerabile se îmbolnavesc numai în anumite conditii de mediu "Toti clinicienii trebuie sa fie capabili sa determine daca o anumita boala este genetica, partial (posibil) genetica sau negenetica Ei trebuie sa înteleaga natura bolii si consecintele sale si sa fie capabili sa discute aceste informatii cu bolnavul si familia lui si sa-i îndrume, daca este necesar, la alti specialisti " (Riccardi) Stabilirea naturii genetice a unei boli nu este o actiune simpla (vezi capitolul 9); ca si în alte domenii ale medicinii, aceasta poate implica mai multi specialisti (inclusiv geneticieni) precum si explorari genetice Dar orice practician, de la medicul de familie la specialist, trebuie sa stie cum sa procedeze si mai ales sa fie convins ca stabilirea naturii bolii este decisiva pentru determinarea evolutiei (istoriei naturale) si prognosticului bolii, îngrijirea bolnavului, evaluarea riscului genetic de recurenta în familia sa precum si a posibilitatilor de reducere a acestui risc În aceste conditii el nu va ignora anamneza familiala si va sti ce explorari genetice sa recomande Medicului practician trebuie sa-i fie familiare o serie de concepte genetice: pleiotropie, expresivitate variabila, penetranta, heterogenitate genetica, fenocopii, moduri de transmitere si riscuri genetice Aceasta nu înseamna nicidecum ca practicianul se va substitui specialistului în genetica medicala ci numai ca el va realiza o "medicina de buna calitate" aplicând principiile geneticii sau, pe scurt, "o medicina genetica" Tinând cont de rolul tot mai important al factorilor genetici în determinismul bolilor si de faptul ca în orice specialitate medicala exista o patologie genetica aceasta abordare genetica a bolilor este deja o componenta de rutina a îngrijirii bolnavilor Dupa stabilirea diagnosticului clinic si etiologic este absolut necesara informarea pacientului sau a familiei sale (în cazul unui copil sau al unei persoane cu handicap) asupra naturii bolii, evolutiei si consecintelor ei Aceasta actiune este importanta, plina de responsabilitate; ea necesita nu numai dibacie de comunicare ci si cunostinte precise despre genetica bolii respective Orice medic trebuie sa fie constient de necesitatea unei pregatiri fundamentale prealabile, care îi va permite, cu ajutorul unei biblioteci si a internetului, sa capete informatiile necesare procesului de informare a pacientului Apoi, el se va implica - direct sau indirect - în informarea si evaluarea altor membri ai familiei bolnavului (3) Familia ca unitate de actiune "Abordarea genetica este o atitudine care reflecta obligatia medicului de a asista nu numai bolnavul ci si familia sa pentru a evita aparitia sau recurenta bolii în familie Prin aplicarea curenta a acestei atitudini, clinicianul poate contribui efectiv la prevenirea bolilor genetice" Aceasta actiune deriva din esenta ereditatii ce implica transmiterea genelor mutante la alti membri ai familiei Medicul poate identifica alte cazuri nediagnosticate (deseori oligo-simptomatice), precum si persoane sanatoase dar cu risc de a fi mostenit gena mutanta În functie de tipul de boala - monogenica, recesiva sau dominanta (eventual cu debut mai tardiv) sau multifactoriala - se va acorda un sfat genetic adecvat si se va recurge eventual la un diagnostic presimptomatic / prenatal (vezi capitolul 9) Chiar daca medicul de familie nu poate sa îndeplini toate sarcinile ce decurg din aceasta atitudine, el este obligat sa se asigure ca familia le cunoaste si, prin trimiterea la alti specialisti, familia primeste îngrijirea competenta necesara A devenit evident ca "nu exista boli ci numai familii de bolnavi" iar familia este o unitate de actiune În acest context, în afara de cunostinte, dublate de abilitatea de comunicare, medicul trebuie tina cont de implicatiile psihologice posibile si sa aplice principiile bioeticii: respectul confidentialitatii, consimtamântul informat, dreptul de a nu stii etc Bolile genetice si malformative sunt foarte diverse, se manifesta la vârste diferite si afecteaza orice sistem sau organ; de aceea bolnavii cu aceste afectiuni se pot adresa diferitelor categorii de medici specialisti În consecinta, cunoasterea unor principii de genetica medicala este necesara si utila oricarui practician confruntat cu patologia genetica, care trebuie sa stie si sa aplice metodologia generala a consultului genetic, sa indice adecvat efectuarea unor explorari genetice, sa înteleaga si sa interpreteze corect rezultatele lor si, nu în ultimul rând, sa poata sfatui genetic - în limitele sale de competenta - în mod corect pacientul si/sau familia sa, confruntata cu un risc genetic A CONSULTUL GENETIC 1 DEFINITIE OBIECTIVE Consultul genetic este un act medical specializat si complex prin care se pune sau se evaluaza diagnosticul unei boli, se precizeaza natura sau componenta sa genetica si se acorda un sfat genetic bolnavului sau familiei sale * Primul obiectiv al consultului genetic este realizarea unui diagnostic clinic cât mai precis posibil; acest lucru este deseori dificil dar absolut necesar deoarece, mai mult decât în alte specialitati, el conditioneaza direct prognosticul, calitatea îngrijirii medicale, prevenirea complicatiilor si corectitudinea sfatului genetic, de care depind optiunile reproductive ale pacientului sau cuplului * Al doilea obiectiv este stabilirea naturii sau a componentei genetice a bolii; aceasta este o activitate specifica medicului genetician care (pe baza istoricului familial si explorarilor genetice) trebuie sa diferentieze bolile genetice de cele conditionate genetic sau negenetice * Al treilea obiectiv al consultului genetic este acordarea sfatului genetic, o actiune absolut caracteristica consultului genetic, prin care bolnavul sau rudele cu risc sunt sfatuiti în ce priveste: natura si consecintele bolii (istoria naturala, prognosticul), riscul de recurenta si caile prin care riscul poate fi redus sau prevenit (optiunile reproductive, posibilitatile de diagnostic prenatal) Deci, consultul genetic este un act medical complex care presupune o pregatire solida, o mare disponibilitate de colaborare cu alti specialisti, deci într-o echipa în care geneticianul reprezinta punctul de convergenta (decizie), care stabileste concluziile finale Nu în ultimul rând, este nevoie de o infinita dorinta de a ajuta si alina bolnavii confruntati cu un handicap pentru o viata, precum si pe parintii lor ce traiesc drama unei neîmpliniri si tragedia unui destin genetic potrivnic 2 CADRUL ORGANIZATORIC Consultul genetic este realizat de catre un medic genetician care trebuie sa aiba o pregatire medicala de baza - pentru a întelege boli ce afecteaza orice organ, la orice vârsta184 - precum si o pregatire specifica în domeniul geneticii medicale, solida si mereu actualizata În plus, medicul genetician trebuie sa posede anumite trasaturi de personalitate si calitati psihologice pentru a putea face fata dificultatilor inerente pe care le ridica diagnosticul si îngrijirea bolnavilor Abordarea corecta si completa a patologiei genetice si malformative nu se poate realiza decât în Servicii (Centre) de genetica medicala specializate (vezi sectiunea D) Obiectivul principal al acestor servicii este de a raspunde necesitatilor individului si familiei care sunt confruntati cu o boala genetica, în special dorintei lor de a sti daca au sau nu un risc de a dezvolta sau transmite o boala cu o componenta genetica Serviciile de genetica se deosebesc de alte servicii medicale pentru ca: * realizeaza diagnostic, investigatii si îngrijiri medicale pentru boli care afecteaza orice sistem de organe si la orice vârsta ; acest lucru implica multiple investigatii, în diferite specialitati; planificarea, coordonarea si centralizarea rezultatelor revine medicului genetician * unitatea de studiu este familia si nu individul; * acorda sfat genetic, caracteristica definitorie a serviciilor de genetica; * cuprind într-o structura integrata - clinica si de laborator - o echipa multidisciplinara de personal medical (geneticieni) si non-medical (psihologi, biologi, asistenti sociali, etc) 3 INDICATIILE CONSULTULUI GENETIC În mod obisnuit, consultul genetic este solicitat de un pacient sau un cuplu, confruntati cu o problema de "genetica" * Pacientul bolnav - cu o afectiune posibil genetica sau cu o anomalie congenitala - solicita diagnostic, îngrijire si/sau evaluarea riscului de recurenta la descendenti * Pacient sanatos, dar cu risc genetic crescut (are o ruda apropiata afectata) - doreste sa stie daca "va face" boala (diagnostic pre-simptomatic) sau daca va transmite o gena mutanta la urmasi; mult mai rar el solicita un sfat premarital, determinat de o viitoare uniune consanguina (de regula veri) * Cuplu sanatos - poate solicita diagnostic si sfat genetic: - preconceptional - în situatia unor rudeafectate, când vârsta materna depaseste 35 de ani, exista tulburari de reproducere (infertilitate) sau consanguinitate - prenatal - în cazul unor antecedente familiale pozitive, dupa expunerea la teratogeni sau dupa identificarea unor semne ecografice de alarma; - postnatal - dupa nasterea unui copil afectat (anomalii congenitale) sau atunci când la un copil apar tulburari de crestere sau dezvoltare psihomotorie, boli metabolice, tulburari pubertare); 4 PRINCIPIILE DE BAZA ALE CONSULTULUI GENETIC Complexitatea consultului genetic impune aplicarea unor principii de actiune Pe baza experientei dobândite în acest domeniu propunem urmatorul "decalog": (1) Evaluarea pacientului si familiei sale se va face metodic, în etape sau trepte succesive de actiune, fiecare cu obiective si activitati distincte Avantajul acestui "mod de lucru" - valabil pentru orice medic confruntat cu patologia genetica si malformativa - este reprezentat nu numai de coerenta si finalitate, ci mai ales de faptul ca permite obtinerea celor mai bune rezultate medicale si psihologice în conditiile proprii examinatorului (2) Examenul clinic este decisiv, chiar în conditiile medicinii moderne dominata de tehnologii sofisticate si performante; "întoarcerea" la genetica clinica este absolut necesara deoarece " fara fenotip nu poate exista un genotip iar fara clinica nu exista fenotip" (3) O atentie egala se va acorda si anamnezei personale si, mai ales, anamnezei familiale - care furnizeza informatii pretioase pentru diagnosticul si managemenul pacientului si familiei sale Succesul acestei actiuni va depinde de tehnica si perseverenta medicului (care trebuie sa se convinga de veridicitatea faptelor), precum si de timpul alocat (carenta factorului T - timp - este una din "bolile profesionale" ale medicului actual) (4) Începând de la primul contact cu pacientul si familia sa si apoi în toate etapele diagnosticului, procesul de evaluare va fi dublat si de un sprijin psihologic, atent si constant Medicul va trebui sa sustina si sa încurajeze permanent familia pacientului, confruntata acut cu o situatie dramatica (5) În aceste conditii, se va acorda o atentie speciala si un timp adecvat procesului de comunicare, care va fi simplu si clar, adaptat fiecarei etape de actiune (explicând ce se face si de ce) si nivelului de perceptie al pacientului/parintilor, plin de întelegere si simpatie Chiar daca nu putem face multe pentru consultanzi în mod sigur putem sa le alinam suferinta (6) Problemele geneticii clinice se abordeaza si se rezolva "în echipa", în sensul larg al cuvântului, fapt ce presupune colaborari eficiente cu alti colegi, din diferite specialitati clinice si paraclinice, consultarea altor specialisti în genetica medicala pentru verificarea si validarea concluziilor Sa nu uitam ca diagnosticul genetic este "pus pentru o viata" si consecintele sale sunt imense (7) Medicul genetician reprezinta punctul de convergenta al tuturor datelor despre consultanzi, obtinute în etape succesive, din surse variate Acest lucru impune adunarea, ordonarea si interpretarea datelor sau, cu alte cuvinte, un stil special de lucru, ce trebuie dublat de rabdare si prudenta, pentru a evita concluzii si diagnostice pripite, pâna ce faptele nu vor fi bine stabilite si documentate Este mai bine sa nu gresim decât sa punem un diagnostic "cu orice pret" (8) Arta diagnosticului genetic se bazeaza pe un un fond solid si complet de cunostinte "bazale", reprezentat de cunoasterea morfologiei si întelegerii morfogenezei normale si anormale, precum si a principiilor de genetica umana si medicala; acest fond de cunostinte catalizeaza un diagnostic deoarece permite "ochilor mintii" sa se îndrepte spre elemente ce altfel ar putea fi omise Cu timpul se va adauga o experienta necesara dar actualizarea permanenta a cunostintelor ramâne obligatorie (9) Este cert ca nimeni nu poate sti totul în genetica clinica iar pentru "începatori" numarul mare de entitati genetice este foarte descurajant; în aceste conditii biblioteca, computerul si Internetul sunt solutiile salvatoare Geneticianul trebuie obligatoriu sa stapâneasca accesul online la informatii si baze de date (10) NU este posibil totdeauna un diagnostic clinic si genetic dar - dupa principiul "nu ai reusit, continua" - medicul genetician trebuie sa aiba abilitatea de a fi rabdator si tenace, atunci când nu a reusit un diagnostic specific si precis De aceea, urmarirea în timp a bolnavului si familiei sale va aduce cu siguranta beneficii diagnostice si de îngrijire 5 ETAPELE CONSULTULUI GENETIC Asa cum am precizat, evaluarea pacientului si familiei sale se va face metodic, în etape sau trepte succesive de actiune (figura 9 1), fiecare cu obiective si activitati distincte: * Evaluarea initiala a bolnavului (anamneza, examen fizic); * Alte examene clinice si explorari paraclinice; * Analiza si interpretarea datelor; * Explorari genetice; * Finalizarea consultului genetic; * Comunicarea concluziilor; * Urmarirea evolutiei bolnavului; * Contactarea rudelor cu risc genetic crescut În toate etapele, procesul de evaluare va fi dublat si de un sprijin psihologic corespunzator 5 1 CONTACTUL INITIAL CU BOLNAVUL Primul contact cu bolnavul, deseori copil însotit de cineva din familie, este important pentru a stabili o atmosfera de încredere si cooperare Deobicei se începe cu întrebarile clasice prin care se stabileste "motivul consultatiei" si problemele majore care framânta pacientul sau familia sa Stabilirea "obiectivului" consultatiei va concentra atentia medicului asupra anumitor probleme si va permite si stabilirea "nivelului de anxietate " al consultanzilor Perioada initiala "de acomodare reciproca" (uneori foarte necesara) poate fi prelungita prin analiza documentelor medicale existente din care important este sa se identifice elementele obiective Urmeaza apoi anamneza detaliata si examenul fizic, minutios si complet 5 2 ANAMNEZA Anamneza se desfasoara pe doua directii majore: anamneza personala si familiala a Anamneza medicala personala vizeaza toate etapele vietii individului si, evident, istoricul bolii Desigur, vârsta pacientului si tipul de patologie vor influenta secventa si ponderea informatiilor Schematic, putem deosebi: (1) Anamneza gestationala - care se va referi la conceptie, evolutia sarcinii si nastere - Conceptia - antecedentele reproductive si vârsta parintilor, eventualele lor boli conice (diabet zaharat, epilepsie s a), grupele sanguine, data debutului sarcinii; - Evolutia sarcinii - boli si expuneri teratogene în trimestrul I, aparitia si evolutia miscarilor fetale, cantitatea de lichid amniotic si datele ecografice; - Nasterea - vârsta gestationala, durata travaliului, prezentatia, anomalii ale lichidului amniotic, cordonului ombilical si placentei, scorul APGAR/reanimarea nou-nascutului, datele morfologice (greutate, talie, perimetru cranian) Din analiza acestor date se pot retine o serie de "semnale de alarma", utile în analizele ulterioare (vezi sectiunea A 5 5) (2) Anamneza neonatala este la fel de importanta deoarece dificultatile în "adaptarea copilului la viata extrauterina" sau o serie de manifestari anormale pot semnala malformatii si/sau malfunctii congenitale Dintre acestea mentionam: crize de apnee, dificultati de sugere, varsaturi, hipotonie, convulsii, cianoza, icter prelungit (3) Anamneza postnatala - vizeaza evaluarea cresterii, a dezvoltarii psihomotorii si sociale (achizitii motorii, comportament, limbaj, performante etc), bolile copilariei si - atunci când este cazul - ale dezvoltarii pubertare (4) Istoricul bolii pacientului: momentul debutului, manifestari, evaluari clinice si paraclinice, îngrijiri medicale etc Dar, atentie, ar fi o mare greseala sa ne limitam la anumite elemente; trebuie puse întrebari specifice despre functionarea tutror organelor ("revista sistemelor") pentru identificarea unor elemente corelate cu boala de baza b Anamneza familiala (1) Definitii, importanta, conditii Anamneza familiala reprezinta, în esenta, o suma de informatii despre relatiile biologice si sociale/legale, despre starea fizica si mentala a indivizilor familiei precum si despre functia lor reproductiva Aceste informatii se se înregistreaza si se reprezinta grafic într-o forma standardizata denumita arbore genealogic (în engleza, pedigree) Orice manual de semeiologie subliniaza utilitatea istoricului familial directionat (antecedentelor familiale sau "heredo-colaterale") ca etapa primara a evaluarii bolnavului si orice Foaie de observatie folosita în clinica are o sectiune distincta pentru acest istoric Deseori aceasta actiune este "expediata" prin câteva întrebari banale si în rubrica corespunzatoare se scrie "nimic de semnalat" Aceasta atitudine reflecta graba, superficialitate sau, poate, o minimalizare a problemei; un celebru profesor de semeiologie spunea "a nu reusi sa iei un istoric familial corect este o practica medicala rea, care uneori poate fi o neglijenta criminala" (Child, 1882) Într-adevar, anamneza familiala poate furniza informatii decisive pentru: diagnosticul medical; decizia strategiilor de testare; stabilirea modului de transmitere; determinarea riscului de recurenta; identificarea persoanelor cu risc genetic crescut, etc Datorita importantei sale, anamneza familiala necesita o tehnica perfecta (inclusiv în realizarea unei bune colaborari cu familia pacientului), acuratete, timp si eficienta Aceste ratiuni ne determina sa prezentam pe larg metodologia anamnezei familiale si construirii unui arbore genealogic Vom face însa, mai întâi, câteva precizari generale * Realizarea unui istoric familial se face de obicei de catre medicul consultant printr-un interviu "fata în fata" (cu pacientul sau parintii sai, daca este copil), într-o ambianta comfortabila, fara elemnte perturbatoare, si care sa asigure confidentialitatea relatarilor * Arborele genealogic începe deobicei cu individul care solicita consultatia genetica (pentru evaluare, sfat sau testare genetica) si care poate fi sau nu afectat; el se numeste consultand Pentru prima persoana bolnava care aduce familia în atentia medicala se foloseste termenul de proband (denumit si propositus sau caz index, mai ales în lucrari stiintifice) Deseori consultandul si probandul sunt aceeasi persoana, dar în familie pot fi mai multi consultanzi * Efectuarea arborelui genealogic este o componenta a evaluarii medicale, ce devine document medical; deaceea se va face cu cerneala185 permanenta, pe o hârtie "oficiala" si într-o forma standard (de obicei A4, în lung, cu antet) În antet se va preciza obligatoriu: serviciul, numarul Fisei de consult genetic, data, numele si prenumele consultandului / probandului, numele persoanei care relateaza datele si al examinatorului, motivatia consultului, eventual etnia si existenta consanguinitatii precum si legenda simbolurilor particulare sau abrevierilor Vom sublinia foarte clar ca realizarea unei reprezentari corecte, precise si usor de interpretat este nu numai o obligatie ci si o proba de profesionalism * Istoricul familial are o mare încarcatura psihologica si emotionala deoarece medicul "patrunde" în esenta vietii individului si familiei, a relatiilor lor intime, ce reflecta o istorie umana unica Medicul trebuie sa fie prudent, politicos, sensibil la unele aspecte culturale, etnice, religioase sau socio-economice, foarte atent la credinte si obiceiuri Obtinerea informatiilor despre istoricul familial reprezinta însa o excelenta oportunitate pentru examinator de a stabili o relatie de încredere cu pacientul si/sau familia sa, de a face observatii psihologice utile privind consultantii: interactiunea dintre cuplu si familie, nivelul de stress al persoanelor, ideile si miturile lor privind cauzalitatea bolii, sentimentul de vinovatie, timiditate etc Multe raspunsuri si reactii vor depinde de limbajul folosit si calitatea întrebarilor (2) Simboluri si informatii standard folosite în realizarea arborelui genealogic Pentru constructia arborelui genealogic se vor folosi simboluri si abrevieri standardizate (figurile 9 2 si 9 3) * Un barbat este desenat printr-un patrat si, daca este posibil, se va plasa la stânga unei partenere, o femeie desenata printr-un cerc Probandul si consultandul vor fi obligatoriu identificati printr-o sageata, însotita de litera P pentru proband (figura 9 2) * Relatiile dintre indivizii familiei se marcheaza prin patru tipuri de linii (figura 9 3): linia de legatura uneste doi parteneri; daca s-a produs separarea lor, linia de legatura se va întrerupe cu doua liniute oblice, iar daca partenerii sunt înruditi se va desena o linie dubla Linia descendentei merge vertical (sau oblic, daca nu avem spatiu suficient) pâna la linia orizontala a fratriei, din care se desprinde - pentru fiecare frate-sora - linia individului Simbolurile pentru membrii din fiecare generatie se deseneaza pe acelasi rând, iar în fratrie de obicei în ordinea nasterii Uneori, datele despre copiii sanatosi se pot reda sintetic, printr-un numar (echivalent cu numarul de frati sau numarul de surori) plasat în interiorul simbolului de sex masculin sau feminin (figura 9 4) * O sarcina în curs de evolutie este simbolizata printr-un patrat sau cerc, daca se cunoaste sexul, sau un romb (sex necunoscut) în care se scrie litera S (de la sarcina: unii prefera litera P de la pregnancy); sarcinile care nu evolueaza la termen (avort spontan sau întrerupere) - sunt reprezentate printr-un triunghi (sub care se scrie sexul, daca se cunoaste) iar linia individului va fi mai scurta În figura 9 3 sunt prezentate semnele pentru gemeni si copii adoptati sau plasati în adoptie * Fiecare persoana afectata se va reda printr-un simbol hasurat; daca sunt mai multe afectiuni simbolul va fi împartit în sectoare, fiecare reprezentând o boala (figura 9 4); acelasi sistem se foloseste si pentru afectiunile cu expresivitate variabila dar, în acest caz, fiecare sector va corespunde unei manifestari clinice majore; în ambele cazuri semnificatia fiecarui cadran se va mentiona în legenda * O linie diagonala ce trece printr-un simbol (patrat, cerc, romb, triunghi) semnifica faptul ca individul respectiv a decedat * Chiar daca se folosesc simboluri standardizate este obligatoriu sa se includa, pe foaia cu arborele genealogic, o legenda care va cuprinde informatiile necesare interpretarii Arborele genealogic va cuprinde de asemenea o serie de informatii standard despre persoanele incluse, notate clar, complet sau abreviat (tabelul 9 1) Daca informatiile nu sunt certe este preferabil sa se puna tilda ~ iar daca nu se cunosc date despre istoricul familial al ascendentilor sau descenedentilor se va pune semnul de întrebare (?) Tabelul 9 1 Informatii incluse în arborele genealogic (3) Metodologia istoricului/anamnezei/ familial(e) Medicul genetician va începe anamneza familiala explicând pe scurt pacientului si/sau parintilor scopul si utilitatea informatiilor despre familie si garantând pastrarea confidentialitatii lor Realizarea istoricului familial si constructia arborelui genealogic se va face "pas cu pas"; întrebarile se pun secvential, ghidând pacientul spre lucrurile relevante (prin întrebari directe si specifice) si desenând concomitent (pe o foaie standard) arborele genealogic, pe baza raspunsurilor Se va începe cu consultandul, marcând toate datele precizate mai sus Daca este un adult si are o partenera aceasta se va trece pe arbore (ambii se plaseaza de obicei în centrul paginii) Urmeaza, în ordine cronologica rudele apropiate: copiii si/sau sarcinile, fratria, parintii si bunicii paterni si materni - înregistrându-i pe aceeasi linie ce corespunde generatiei lor si stabilind orice factor aditional care ar putea avea consecinte asupra evaluarii riscului Daca despre unii ascendenti sau descendenti nu sunt suficiente date se va pune în dreptul lor un semn de întrebare Daca este un copil se vor marca parintii si fratria, iar apoi rudele de gradul doi si trei Pentru fiecare membru al familiei se întreaba despre starea de sanatate Se noteaza daca este "viu si sanatos" (de ex , V&S) sau bolnav; întrebarile despre starea de boala pot fi mai generale sau tintite, fie pentru fiecare sistem de organe fie pentru anumite manifestari ale unei boli, atunci când exista un diagnostic Se va insista asupra: fondului etnic (tara de origine, nationalitatea familiei, religia), înrudirii /consanguinitatii si se va avea totdeauna în minte întotdeauna posibilitatea non-paternitatii, a unor parteneri multipli, a unor copii înfiati sau adoptati Este obligatorie documentarea fiecarui caz de boala (înregistrari medicale, rezultate de laborator, necropsie etc - obtinute cu consimtamântul scris al pacientilor) si eventual evaluarea lui directa de catre medicul consultant; toate datele vor fi trecute/anexate ordonat în fisa de consult În aceste situatii documentate, pentru a le deosebi de acelea relatate (din amintiri) de catre consultand sau familie, cazul se va marca cu asterisc (*) Evaluarile clinice sau testele (de ex , CT/RMN, cariotip, teste moleculare) se noteaza cu litera E (de la evaluare); daca s-au facut mai multe evaluari acestea se vor nota cu E1, E2 ; se poate mentiona rezultatul: normal "-" sau anormal "+" sau "ns" (nesemnificativ/ noninformativ) (figura 9 5) La încheierea interviului, medicul trebuie sa-i dea "o sansa în plus" interlocutorului pentru relatarea unor situatii particulare (" exista altceva despre care nu v-am întrebat si pe care Dv credeti ca este important ca eu sa stiu?") si pentru cazurile de boala (mai ales în sindroame dismorfice, a caror manifestare se poate schimba în timp) va solicita consultarea "albumului de familie", pentru a urmari evolutia fenotipului pacientilor La finalizarea diagnosticului se va reveni asupra istoricului familial deoarece întrebarile pot fi mai precis directionate spre manifestarile oligosimptomatice de boala De asemenea cu ocazia evaluarilor ulterioare datele familiale obtinute vor fi reactualizate (4) Interpretarea anamnezei familiale si analiza arborelui genealogic Anamneza familiala poate fi: * pozitiva186 - atunci când sunt identificate si alte persoane afectate; * negativa dar informativa - pacientul este singurul bolnav dar unele date sunt utile: vârsta parintilor (a bunicului patern pentru bolile legate de X), existenta consanguinitatii etc; * negativa si neinformativa - fie prin lipsa cunoastintelor despre familie, tehnica neadecvata, alte cauze (abateri de la paternitate, mutatii noi sau fenocopii, boli recesive sau multifactoriale etc), fie pur si simplu pentru ca pacientul este un caz sporadic Geneticianul trebuie sa interpreteze cu grija datele sintetizate în arborele genealogic al familiei pentru a stabili corect riscul de recurenta si persoanele cu risc Pentru aceasta va lua în calcul toate modalitatile de transmitere ereditara si va fi foarte atent la fenomenele de expresivitate variabila, penetranta (inclusiv dependenta de vârsta) si heterogenitate genetica (descrise în detaliu în capitolul 5 D si E) 5 3 EXAMENUL FIZIC Examenul fizic este decisiv în genetica medicala si dismorfologie deoarece reprezinta, împreuna cu istoricul medical, "fundatia" unui diagnostic clinic corect si complet El este prima proba a calificarii unui clinician si necesita: * conditii optime (pacient cooperant si relaxat, lumina si temperatura optima, iar pentru copii - prezenta mamei); * o tehnica impecabila, ce include o evaluare metodica si completa, atenta si minutioasa; * abilitatea de a fi un observator priceput; aceasta abilitate se obtine în timp, fiind atent la detalii si dezvoltând simturile (aprecierea) marimii, proportiei, pozitiei si simetriei; dismorfologia este în principal o specialitate vizuala; * un fond de cunostinte "bazale", reprezentat de cunoasterea morfologiei si întelegerea morfogenezei normale si anormale Evaluarea genetica medicala se bazeaza pe examinarea fizica standard, a copilului sau adultului (Bates, 1983), dar contine anumite elemente particulare, generate de prezenta dismorfiilor, produse de tulburari ale procesului de morfogeneza a Examinarea generala Componentele de baza ale examinarii fizice generale ale unui bolnav sunt: * evaluarea semnelor vitale (frecventa cardiaca, respiratorie, presiune arteriala); * determinarea parametrilor de crestere (talie, greutate, perimetru cranian), habitusul general al corpului si proportiile sale; * evaluarea generala a starii de sanatate si statusului nutritional; * examinarea metodica a sistemelor si structurilor anatomice; ordinea examinarii poate varia în functie de vârsta pacientului si acuzele principale dar esential este ca examenul sa fie complet b Examenul dismorfologic Are ca obiectiv recunoasterea formelor anormale (dismorfii) si deci identificarea unor anomalii minore, ce pot realiza un model caracteristic Uneori diagnosticul este instantaneu187 deoarece multe sindroame au un aspect (facial) stereotip, care permite o recunoastere rapida, un diagnostic vizual si mental imediat (de exemplu: sindromul Down, acondroplazia, s a ) Acest tip de diagnostic se bazeaza pe abilitatea naturala a omului de a fixa imaginile (în special cele faciale) în memorie si de a le evoca (aminti) când este necesara o comparare si recunoastere Dismorfologii nu fac de obicei eforturi speciale de memorizare vizuala ci mai curând descompun imaginile pacientului în elemente fizice individuale si apoi le recompun într-un model unic, specific unui sindrom Pentru medicul practician nu este utila memorarea sutelor de sindroame ci în special cunoasterea unor semne evocatoare pentru unele dintre ele si apoi folosirea atlaselor (Jones, 1997; Gorlin et al, 2000; s a) sau bazelor de date (POSSUM, LDDB) Recunoasterea instantanee necesita o experienta dobândita în timp si poate duce frecvent la erori fie din cauza manifestarii variabile a sindroamelor, fie datorita tentatiei de a pune un diagnostic rapid (înainte de a se finaliza o evaluare completa a pacientului sau ignorând unele elemente clinice semnificative) De cele mai multe ori diagnostic este analitic, batându-se pe o evaluare clinica completa si minutioasa Se vor observa cu atentie si se vor descrie corect (cu termenii specifici ai semeiologiei malformative) forma, marimea, proportiile, pozitia, conturul, pliurile, spatierea, simetria - tuturor elementelor anatomice (a caror morfologie normala, cu variantele descrise, trebuie bine cunoscuta) O atentie deosebita se va acorda anomaliilor minore - modificari subtile ale unor structuri Inspectia loco-regionala a structurilor de suprafata se va completa cu palparea lor si cu o serie de manevre active Evaluarea va fi calitativa (absent/prezent-detalii) si/sau cantitativa pentru structurile ce pot fi masurate obiectiv (cu tehnici corecte si instrumente adecvate) pentru a constata (prin comparatie cu standardele de vârsta si sex) o deviere semnificativa (? ? 2DS) de la normal Vom preciza totusi ca nici un set de masuratori nu va înlocui gândirea clinica în determinarea prezentei si semnificatiei variatiilor morfologice Un mijloc pretios de obiectivare si comparare este fotografia clinica de foarte buna calitate (digitala daca se poate), precum si înregistrarea video, obligatorii pentru dismorfologi; imaginile sunt mai bune decât orice descriere detaliata O situatie particulara o reprezinta examenul fizic al nou-nascutului mort În acest caz se vor parcurge urmatoarele etape: stabilirea vârstei gestationale; masurarea taliei, greutatii, perimetrului cranian; examinarea fetusului, a cordonului ombilical (posibilitatea existentei unei artere ombilicale unice) si a placentei (mare, mica, prezenta altor modificari); fotografierea generala si pe segmente; efectuarea unei radiografii a întregului corp (bebigrama); necropsia sistematica si atenta efectuata de catre un fetopatolog; punctia cardiaca (permite prelevarea unei cantitati de sânge) sau biopsia cutanata, în vederea efectuarii unui cariotip (având în vedere ca 20% din cazuri sunt datorate unor boli produse de anomalii cromosomice) sau a unor analize ADN c Înregistrarea si sinteza datelor; planul de investigatii În finalul evaluarii, datele obtinute se vor înregistra corect, cu multa grija, într-o "Fisa de consult genetic" - cu o structura standard care sa faciliteze culegerea si descrierea lor; pentru începatori (si nu numai) este utila o lista de semne pe segmente si regiuni sau o lista de semne pentru unele sindroame frecvente Anomaliile vor fi descrise precis (folosind termenii dismorfologiei188) si se va mentiona clar care dintre elemente sunt certe sau probabile, Indiferent de modul de abordare al pacientului - instantaneu (gestalt) sau analitic - se va face o sinteza primara a datelor obtinute, stabilind care sunt anomaliile majore si minore, certe si probabile, precum si distributia lor pe segmente si/sau regiuni ale corpului Pe aceasta baza se vor formula mai multe optiuni posibile de diagnostic Acest lucru este necesar pentru a se va întocmi un plan individual de examene clinice de specialitate si explorari paraclinice, care sa valideze si nuanteze elementele identificate la examenul fizic si sa permita o diferentiere între optiunile diagnostice d Informarea parintilor La toate activitatile consultatiei initiale (anamneza, examen fizic) se vor adauga obligatoriu actiuni de sustinere psihologica si sfat medical a parintilor/ cuplului/ bolnavului (figura 9 1) Nu trebuie sa uitam ca ei traverseaza o criza psihologica si deaceea chiar de la acest prim contact ar trebui sa se înceapa procesul de consiliere, care va evolua si se va dezvolta o data cu actiunile de diagnostic si îngrijire a bolnavului La sfârsitul evaluarii medicul trebuie sa prezinte - într-o forma simpla si accesibila - o schita a problemelor identificate (anomalii, semne, simptome) si un plan de evaluare medicala si îngrijire (management), fara un diagnostic detaliat sau informatii despre riscul de recurenta Este adevarat ca parintii sunt nerabdatori dar trebuie explicat, cu prudenta si delicatete ca diagnosticul nu este de obicei o urgenta si cere timp; din aceste motive se recomanda un "diagnostic preliminar" cu descrierea anomaliilor si o opinie rezervata asupra diagnosticului final Chiar daca procesul de diagnostic nu s-a încheiat este bine ca medicul consultant sa informeze si în scris asupra rezultatelor evaluarii - pacientul/ parintii sai, precum si medicul care a trimis cazul 5 4 ALTE EXAMENE CLINICE SI EXPLORARI PARACLINICE Datele obtinute prin anamneza si examen clinic trebuie validate si confirmate prin expertiza altor medici specialisti (colaboratori "antrenati" în studiul patologiei genetice si malformative) si a unor explorari paraclinice Medicul genetician este, am mai spus acest lucru, un soi de generalist care, evident nu are priceperea unui specialist în evaluarea si explorarea completa a unui organ De aceea el va solicita colaborarea altor specialisti si apoi va fi responsabil de adunarea si integrarea unitara a tuturor datelor obtinute de el, prin anamneza si examen fizic, preum si ale acelora ce provin din alte evaluari clinice sau paraclinice * Examenele clinice de specialitate vor fi "ghidate" printr-o trimitere ce va cuprinde elementele semnificative si, eventual, supozitiile de diagnostic, precizând - acolo unde este cazul - ce anume se urmareste * Testele functionale hepatice, renale, hematologice, metabolice, echilibrul acido-bazic si electrolitii etc, vor fi adecvate (tintite) modificarilor/ anomaliilor înregistrate * Evaluarile radiografice, în special ale scheletului (vârsta osoasa, marime craniu, lungime oase lungi, lungime oase mâna etc), sunt necesare pentru diagnosticul displaziilor scheletice si sindroamelor cu anomalii congenitale osoase * Studiile imagistice speciale - ecografie, ecocardiografie Doppler, CT, RMN - vor fi bine motivate si "tintite" pe anumite organe Trebuie sa subliniem ca imagistica (printr-o gama larga de explorari) completeaza anatomia de suprafata a dismorfologului cu o anatomie de profunzime si este decisiva pentru anumite categorii de sindroame 5 5 ANALIZA SI INTERPRETAREA DATELOR Analiza si interpretarea datelor anamnestice, clinice si paraclinice referitoare la un pacient sau cuplu care solicita un consult genetic este o etapa esentiala deoarece orienteaza diagnosticul spre o anumita categorie de boli/sindroame genetice si spre una sau câteva entitati Actiunea cere timp pentru ca medicul sa adune datele, sa le valideze (documenteze) si ordoneze, iar apoi, pe baza unei analize logice, sa le interpreteze, sa încerce sa le explice si coreleze Abordarea interpretativa - ca alternativa la abordarea instantanee (gestalt) si analitica - este o etapa de maturitate a unui sindromolog care trebuie sa-si explice ceea ce el observa Diagnosticul necesita nu numai informatii ci si cunostinte, capacitate de analiza si sinteza, experienta a Adunarea si ordonarea datelor trebuie sa se finalizeze cu stabilirea unor "elemente de alarma" (tabelul 9 2) precum si a anomaliilor/simptomelor certe si probabile Ele vor fi notificate pe o pagina distincta a dosarului clinic al pacientului Tabelul 9 2 Semne de alarma pentru existenta unor malformatii congenitale si/sau sindroame plurimalformative VÂRSTA MATERNA AVANSATA (PENTRU ANOMALIILE CROMOSOMICE) RETARD SAU ACCELERARE DE CRESTERE POSTNATALA Vârsta paterna avansata (pentru mutatii noi) Crestere disproportionata (de ex , membre scurte) Avorturi spontane repetate Anomalii minore multiple Anamneza familiala semnificativa Microcefalie Prezentatie pelvina Întârziere în dezvoltarea psihomotorie Întârziere de crestere intrauterina Hipotonie ± contracturi Perturbarea cresterii intrauterine a capului ( de ex , microcefalie, evaluata prin ecografie) Laxitate tesut conjunctiv b Interpretarea datelor se va face prin prisma proceselor embriologice (timp de producere, tipuri si corelatii între anomalii, mecanism de producere, s a) si a datelor genetice (categorii etiologice) - în mai multe etape, folosind eventual un algoritm de diagnostic (1) Se va începe cu stabilirea precisa a existentei unei anomalii congenitale izolate (unice) sau a unor anomalii multiple (tabelul 9 3) Actiunea este decisiva pentru diagnosticul final si depinde de calitatea examenului fizic (evidentierea si înregistrarea tuturor anomaliilor minore) precum si de identificarea secventelor si a defectelor de câmp de dezvoltare - care desi se prezinta sub forma unor anomalii multiple reprezinta, din punct de vedere patogenic, defecte unice (vezi capitolul 14) Secventa reprezinta o singura anomalie initiala care determina secundar alte anomalii (de exemplu, în secventa Robin, hipoplazia mandibulei determina secundar despicatura palatina si glosoptoza) Defectul de câmp de dezvoltare se produce prin afectarea (de catre cauze diferite) a unei singure unitati embrionare ("câmp") din care rezulta structuri diferite, dar vecine (exemplu spectrul de anomalii al holoprozencefaliei); multi autori considera ca secventele si defectele de câmp embrionar reprezinta în fond acelasi lucru Tabelul 9 3 Categorii de anomalii congenitale CATEGORIE SUBCATEGORIE DEFINITIE EXEMPLE Defecte izolate Variante normale Anomalii Prezente la >4% din populatie Pete mongoliene Deviatii de structura, forma si/sau functie care sunt considerate anormale Anomalii majore Anomalii minore Anomalii cu consecinte medicale, chirurgicale sau cosmetice Efect minim asupra sanatatii individului; utile în diagnostic Despicatura palatina Urechi jos plasate Malformatii Defecte morfologice produse printr-un proces primar si intrinsec de dezvoltare anormala Aplazie radiala Displazii Organizarea anormala a celulelor în tesuturi Hemangioame Disruptii Distrugerea extrinseca a unei structuri normal formate Bride amniotice Deformatii Forma sau pozitie anormala a unei parti a corpului produsa prin forte mecanice Picior strâmb Secvente O combinatie de anomalii ce deriva dintr-o singura anomalie initiala sau este produsa de factori mecanici Secventa malformativa Pierre Robin Secventa deformativa Potter Defecte de câmp de dezvoltare O unitate de morfogeneza (un set de primordii embrionare) ce reactioneaza identic la cauze diferite, producând mai multe anomalii Spectrum holoprosencefalie Defecte multiple Sindrom Anomalii multiple considerate a fi etiopatogenic corelate si care nu reprezinta o secventa Sindrom Down Sindrom Marfan Sindrom Zellwegwer Asociatie Întâlnirea neîntâmplatoare la unul sau mai multi indivizi a mai multor malformatii ce nu sunt identificate ca fiind o secventa sau un sindrom Asociatia VA(C)TER(L) (2) Anomaliile congenitale izolate trebuie diferentiate în anomalii majore si anomalii minore (fara semnificatie medicala sau cosmetica) iar acestea din urma trebuie deosebite de variantele familiale De precizat ca : - anomaliile majore nu sunt mai importante pentru diagnostic decât cele minore; ele sunt doar mai evidente si mai grave, atragând mai rapid atentia medicului; - anomaliile minore (ce trebuie bine cunoscute si cautate) pot semnala existenta unei anomalii majore neidentificate si pot constitui repere pretioase pentru diagnostic (3) Anomaliile majore izolate vor fi clasificate patogenic în anomalii primare (malformatii si displazii) sau secundare (disruptii si deformatii): - anomaliile primare sunt produse precoce (embriopatii) printr-un proces primar si intrinsec de dezvoltare anormala: în primul caz al unor componente anatomice (ex : anencefalia, polidactilia, agenezia renala, s a ) si în al doilea caz al tesuturilor din care sunt formate (ex : osteo-condro-dispalzii); - anomaliile secundare - se produc tardiv (fetopatii), pe structuri normal formate, care sunt deformate (ex piciorul strâmb) sau distruse (ex : atrezia intestinala sau amputatiile congenitale) Includerea unei anomalii congenitale majore în una din cele patru categorii are valoare prognostica si pentru stabilirea riscului de recurenta Dificultatea majora este reprezentata de faptul ca un anumit tip de anomalie poate fi produs prin mecanisme diferite si poate fi heterogen cauzale (vezi capitolul 14) (4) Anomaliile congenitale multiple (majore si/sau minore) pun cele mai dificile probleme de diagnostic deoarece ele pot forma sindroame specifice, asociatii sau combinatii întâmplatoare de anomalii congenitale care individual sunt frecvente Pentru a stabili un diagnostic de grup sau de tip sunt utile o serie de actiuni "interpretative" * Stabilirea momentului ontogenetic de producere (debutul) a anomaliilor prezente la pacient permite (printr-o serie de date anamnestice sau fizice) sa deosebim defectele prenatale (prin erori de morfogeneza), de cele perinatale sau postnatale - Defectele prenatale se pot produce fie în perioada de blastogeneza (2-4 saptamâni dupa fecundare) când afecteaza întregul embrion, producând malformatii majore multiple (ex : VACTERL) fie în primele 5-8 saptamâni, când afecteaza numai anumite organe - în functie de orarul lor embriologic - si produc malformatii majore izolate Dupa saptamâna 9, majoritatea regiunilor si organelor s-au format, este alterata reglarea fina a edificarii structurilor embrionare si apar anomalii minore - Defectele perinatale se produc spre sfârsitul sarcinii, în cursul travaliului/nasterii sau postpartum, prin alterari hipoxice care se însotesc secundar de microcefalie, contracturi, deficiente de crestere, hipertrichoza - Defectele postnatale apar la un copil nascut normal conformat, la o anumita perioada dupa nastere, ca urmare a unor evenimente acute sau cronice care schimba morfologia si altereaza progresiv statusul neurologic si diferite organe (ex : mucopolizaharidozele) De subliniat ca în multe sindroame (mai ales displazice) unele componente definitorii pentru diagnostic apar la perioade diferite de viata (de ex : sdr Bardet-Biedl, NF-1, sdr Marfan) * Determinarea distributiei anatomice a anomaliilor multiple permite orientarea spre anumite diagnostice (de exemplu, sindroamele oto-palato-digital, velo-cardio-facial, oro-facio-digital etc) si permite cautarea lor în bazele de date informatizate sau atlase * Identificarea unor modificari clinice ce pot evoca existenta unor sindroame: - tulburari importante de crestere189 (hipostatura, talie înalta, obezitate precoce), cu debut prenatal si/sau postnatal, proportionate sau asimetrice; - întârziere în dezvoltarea psihomotorie sau retard mintal10 asociata sau nu cu alte fenomene neurologice (spasticitate) sau psihice (autism); - hipotonie si/sau contracturi (artrogripoza) de cauze neurologice (centrale sau periferice), musculare, pozitionale (prin oligohidramnios); secventa de akinezie fetala este relativ frecventa; - afectare scheletica, viscerala, senzoriala, gonadala; - laxitatea (articulara, cutanata) sau reducerea (sclere albastre) a tesutului conjunctiv * Stabilirea relatiilor etiopatogenice dintre anomalii congenitale multiple si încadrarea lor într-un sindrom sau asociatie (vezi tabelul 9 3 si capitolul 14) - Un sindrom dismorfic sau plurimalformativ este o combinatie caracteristica de anomalii congenitale majore si minore observate împreuna, într-un mod predictibil, la mai multi pacienti în familii diferite si, uneori, în aceeasi familie; ele au foarte probabil o cauza sau un mecanism comun de producere (pe aceasta baza se deosebesc: sindroame cromosomice, necromosomice sau teratogene) Elementele componente sunt nespecifice (pot fi prezente si în alte sindroame si pot avea cauze diferite) si rareori una din anomalii duce la diagnostic; combinatia este unica si nu partile sale - Asociatiile sunt combinatii neîntâmplatoare ale mai multor malformatii majore, care nu au o cauza comuna evidenta care sa duca al un model predictibil; exemple: VACTERL, CHARGE sau MURCS Spre deosebire de sindroame, asociatiile nu includ anomalii minore si prezinta o mare variabilitate clinica: diagnosticul se afirma ori de câte ori gasim la un pacient cel putin 2-3 din elementele componente (5) Incadrarea bolnavului într-o categorie diagnostica este rezultanta actiunilor de analiza si interpretare a datelor pacientului (vezi tabelul 9 3) Asa cum am precizat, problemele sunt dificile în cazul unor anomalii multiple, deseori minore, asociate cu tulburari de crestere si dezvoltare Pentru a se ajunge la optiuni adecvate de diagnostic specific se vor folosi algoritmuri (Caseta 9 1) si chei de diagnostic, atlase de sindroame, precum si bazele de date accesibile pe CD (POSSUM, LDDB) sau prin Internet (Orphanet, GeneClinic, OMIM) Pe baza datelor si cunostintelor dobândite se încadra cazul într-o anumita categorie, în functie de care se vor stabili testele genetice necesare: * boala genetica, sindrom, asociatie; * sindrom malformativ, disruptiv, deformativ sau displazie; * sindrom cromosomic, monogenic (Mendelian), poligenic, teratogen, de cauza necunoscuta; * subgrup particular de sindroame malformative caracterizat printr-un element major: sindroame cu hipostatura sau talie înalta, sindroame cu obezitate, sindroame cu contracturi sau cu laxitate articulara, sindroame cu despicaturi palatine, etc, displazii scheletice 5 6 EXPLORARI (TESTE) GENETICE O valoare deosebita pentru diagnosticul final o au, desigur, testele genetice - analize cromosomice (prin tehnici cu marcaj sau FISH), probe biochimice si teste bazate pe studiul ADN Acestea pot fi planificate dupa examenul fizic al pacientului sau mai bine dupa ce s-au adunat toate datele si se stabilesc elementele ce pledeaza pentru o boala cromosomica, o boala metabolica sau o boala monogenica Tinând cont de caracterul "decisiv" al acestor teste trebuie sa subliniem ca laboratoarele care le realizeaza trebuie sa fie acreditate, sa foloseasca tehnici standardizate si sa fie incluse într-un control extern de calitate Medicul consultant, care planifica si solicita teste de laborator, în special genetice, trebuie: * sa cunoasca bine indicatiile si limitele testelor; vom preciza ca nu sunt teste pentru fiecare boala sau sindrom plurimalformativ (si în acest caz clinica este "suverana") precum si faptul ca fiecare metoda are limitele ei; * sa stie ce produs biologic trebuie sa recolteze, modalitatea de obtinere si stocare, modul si mijloacele de trimitere la laborator; * sa obtina un consimtamânt informat scris al pacientului/parintilor, în deosebi pentru testele pre-simptomatice (si în special la copii) sau prenatale (vezi capitolul 20); * sa asigure confidentialitatea rezultatelor si utilizarea lor numai cu acordul persoanei 5 7 FINALIZAREA CONSULTULUI GENETIC La finalul etapelor descrise mai sus medicul genetician va trebui: (1) sa formuleze un diagnostic specific si un prognostic; (2) sa întocmeasca un plan de urmarire/îngrijire a bolnavului (ce va include si posibilitatile de recuperare, prevenirea complicatiilor) si (3) sa stabileasca riscul genetic de recurenta, precum si eventualele optiuni reproductive ce ar putea evita acest risc CASETA 9 1 ALGORITM DE DIAGNOSTIC ÎN ANOMALIILE CONGENITALE MULTIPLE (adaptat dupa Aase, 1992, Wilson, 2000) 1) Pacientul are o anomalie structurala? * NU ? continuarea diagnosticului NON sindromologic ! * DA ? 2) Sunt prezente anomalii multiple? * NU ? anomalia izolata este majora? NU ? linistirea parintilor ! * DA DA ? terapie adecvata, sfat genetic (risc mic) ? 3) Toate anomaliile sunt minore? * DA ? se cauta o malformatie majora oculta ? Afost gasita? NU ?linistirea parintilor ! DA * NU ? pacientul are ACM majore si minore 4) Sunt implicate mai multe tesuturi? * DA ? se cauta o displazie ? terapie adecvata, prognostic, sfat genetic * NU ? 5) Este o anomalie distructiva ? * DA ? se cauta etiologia teratogena a disruptiei ? Terapie, sfat genetic (risc mic) * NU ? 6) Exista o deformatie a oaselor si articulatiilor? * DA ? pacientul are o secventa sau un sindrom cu deformatii ? ? A fost raportat oligohidramnios? * NU ? au existat alte cauze de compresie intrauterina? * DA ? Urmarire, sfat reproductiv, prognostic bun si risc de recurenta mic * NU ? este prezenta hipotonia? * DA ? posibil o artrogripoza neurologica sau miopatica ? consult neurologic * NU * DA ? exista o anomalie reno-urinara? * DA ? posibil o secventa deformativa idiopatica ? linistirea parintilor, recuperare, urmarire * NU ? terapie de sprijin, sfat genetic * NU ? pacientul are malformatii multiple ? deformatii / disruptii ? 7) Una din malformatiile primare produce secundar alte anomalii (secventa)? * DA ? posibil o secventa malformativa ? terpie adecvata, prognostic bun, sfat genetic NU ? 8) A fost recunoscut un sindrom dismorfic? * DA ? ? confirmare de laborator ? terapie adecvata, prognostic, sfat genetic * NU ? 9) Analiza literaturii sau bazelor de date informatizate; se stabilesc 1-3 semne / anomalii "cardinale" (deobicei mai rare, ce pot fi definite mai specific) ce vor constitui "puncte de intrare" ? 10) A fost recunoscut un sindrom dismorfic? * DA ? ? confirmare de laborator ? terapie adecvata, prognostic, sfat genetic * NU ? sfatul altor specialisti Reevaluare periodica a pacientului Acuratetea si precizia unui diagnostic clinic si etiologic sunt esentiale deoarece acesta nu este numai "o sentinta pentru o viata" ci si un element care influenteaza hotarâtor o serie de decizii: - identificarea unor malformatii oculte, neevidente la evaluarea initiala; un diagnostic corect implica o cautare atenta a unor malformatii viscerale asociate sindromului (de ex : anomaliile renale în sindromul Turner sau sindromul velo-cardio-facial) - prognosticul, - alegerea unor optiuni terapeutice, chirurgicale (daca sunt posibile) sau medicale (ex : extirparea gonadelor în sindromul Turner sau în disgenezia gonadica mixta, când exista o linie XY, sau corectarea hipoglicemiei în sindromul Beckwith-Wiedemann pentru a preveni convulsiile si alterarea creierului); - urmarirea atenta a pacientului pentru evitarea unor complicatii (ex : evaluarea periodica ecocardiografica a diametrului inelului aortic la pacientii cu sindrom Marfan); - sfatul genetic si riscul de recurenta în familie, - optiunile reproductive, inclusiv diagnosticul prenatal Nu în ultimul rând, un diagnostic specific este benefic pentru linistea pacientilor si/sau familiei (care va întelege si accepta mai usor "handicapul genetic" si va dezvolta o atitudine realista si pozitiva) În fiecare caz si mai ales în sindroamele plurimalformative: * se va valida diagnosticul comparând din nou datele bolnavului cu cele din literatura / bazele de date de specialitate (ambele obligatorii în dotarea unui dismorfolog), existând obligatia de identificare mai întâi a prezentei caracterelor mai frecvente din sindrom si apoi a celor mai evidente (de exemplu: în sindromul Waardenburg: distopia cantusului intern vs mesa alba frontala) * se va stabili gradul de certitudine a diagnosticului : 100% - cert, 99 - 80 % - probabil, 79 - 50 % - posibil, sub 49 % - imprecis; acest lucru este important deoarece diagnosticul va influenta toate activitatile viitoare: teste, management, sfat genetic; Cu toate eforturile specialistilor, într-o proportie variabila de cazuri (30-50%) nu se poate formula un diagnostic specific Situatia este delicata pentru medic si trebuie explicata clar si onest pacientului/familiei, oferindu-le doua solutii: - consultarea altor specialisti carora sa le fie trimis dosarul clinic si fotografiile pacientului; - urmarirea si evaluarea la anumite intervale de timp; simptomatologia unor boli sau sindroame (cu expresivitate variabila) se poate completa în timp Responsabilitatile medicului nu se încheie o data cu finalizarea unui diagnostic O actiune la fel de importanta sau, poate, mai importanta pentru parintii unui copil afectat de o boala genetica sau un sindrom malformativ- este stabilirea unui plan de îngrijire a pacientului (inclusiv de educatie) bazat pe manifestarile bolii, ce trebuie influentate pozitiv, precum si pe evolutia ei (istoricul natural), pentru prevenirea unor complicatii si stabilirea unor actiuni în favoarea pacientului Fiecare sindrom are o lista de complicatii potentiale care formeaza baza unor ghiduri de management preventiv Astfel de ghiduri "standardizate" sunt disponibile astazi pentru cele mai frecvente boli si sindroame (vezi Cassidy si Allanson - "Management of genetic syndromes", 1999) O atentie speciala si permanenta se va acorda sprijinului psihologic si social al familiei, prin interventia unor asistenti sociali, grupuri de sprijin (asociatii ale parintilor copiilor bolnavi) Ultima actiune va fi calcularea riscului de recurenta - în functie de boala, datele familiale, etc - si identificarea, pe arborele genealogic, a persoanelor cu risc genetic crescut din familie, în vederea unui sfat genetic O data încheiate aceste activitati se va ordona si verifica dosarul clinic al pacientului, care va cuprinde: fisa de consult genetic (standard), arborele genealogic, fotografiile pacientului, sinteze ale altor evaluari clinice, buletine de analize de laborator, de radiologie sau anatomo-patologice, sinteza190 cazului (epicriza), date medicale despre alti membri ai familiei, formele (semnate) de consimtamânt pentru teste genetice/solicitari de informatii medicale etc, copii ale scrisorilor catre pacient/familie si catre medicul de familie care trimite cazul Importanta medicala, etica si legala a acestei documentatii nu mai trebuie discutata dar vom preciza ca ignorarea obligatiei sau "amânarea" ei din lipsa de timp (mai ales redactarea sintezei de caz/epicrizei si scrisorilor cu concluzii si recomandari catre pacientul /familia consultat(a) si medicul ce a trimis cazul) poate avea consecinte negative 5 8 COMUNICAREA CONCLUZIILOR Aceasta etapa se adreseaza pacientului/consultandului si/sau parintilor sai precum si medicului de familie sau celui care a trimis cazul În primul caz, întrevederea trebuie atent pregatita, revizuind datele, identificând problemele dificile si stabilind "un plan" de prezentare, care va include: diagnosticul de boala, caracteristicile bolii, istoria ei naturala, posibilitatile de recuperare si îngrijire, ereditatea si riscul de recurenta, optiunile reproductive, s a De multe ori o singura "sedinta" este insuficienta si ineficienta; de aceea comunicarea verbala se va însoti de o comunicare scrisa, materiale educationale si invitatia la alte discutii, cu medicul consultant sau cu un personal auxiliar ("nurse" de genetica, asistenti sociali, psihologi) cu experienta în domeniu Informatiile transmise trebuie sa fie precise, clare, cuprinzatoare, adaptate nivelului de întelegere si perceptie ale consultanzilor, precum si statusului lor cultural (religie, credinte) Trebuie respectate autonomia, confidentialitatea si, în cazul sfatului genetic, caracterul non-directional O problema delicata este comunicarea unor date altor membri ai familiei care, prin natura genetica a bolii, pot avea un risc crescut de a face sau transmite boala Consultandul trebuie încurajat sa faca el acest lucru sau sa fie de acord (în scris) cu abordarea lor de catre medicul genetician 5 9 URMARIREA EVOLUTIEI PACIENTILOR Urmarirea efectiva si eficienta pe termen lung a pacientilor si familiei este o actiune necesara în toate cazurile dar mai ales atunci când diagnosticul trebuie confirmat sau stabilit Sfaturile si îngrijirile acordate pacientilor vor fi diferite la vârste diferite; cunostintele despre bolile genetice evolueaza progresiv si pot aparea noi teste sau posibilitati de diagnostic; urmarirea în timp poate facilita profilaxia complicatiilor posibile 5 10 CONTACTAREA RUDELOR CU RISC GENETIC CRESCUT Pe baza datelor familiale, cu acordul consultanzilor si sprijinul medicilor de familie rudele apropiate cu risc genetic vor fi evaluate (daca accepta acest lucru) pentru a se stabili daca sunt sau nu purtatori sanatosi de mutatie Acest diagnostic presimptomatic este important mai ales pentru bolile (autosomal dominante) care debuteaza clinic dupa 30-40 de ani * * * Indiscutabil, consultul si sfatul genetic sunt actiuni complexe, dificil de realizat, ce necesita cunostinte, aptitudini si atitudini dar si mult timp Importanta lor decisiva pentru cursul vietii pacientului si familiei sale este o motivatie puternica pentru un profesionalism desavârsit B EXPLORARILE GENETICE 1 DIAGNOSTICUL CROMOSOMIC Analiza cromosomica reprezinta o metoda valoroasa de diagnostic în multiple situatii clinice, prenatal sau postnatal Medicul practician trebuie sa cunoasca indicatiile si limitele metodelor citogenetice, modul de recoltare, procesare si trimitere la laborator a probelor utilizate pentru aceste teste, precum si interpretarea rezultatelor obtinute de catre laborator În capitolul 2 D au fost prezentate datele relevante privind morfologia si studiul cromosomilor umani iar în capitolul 6 C s-au discutat anomaliile cromosomice si consecintele lor fenotipice Aceste notiuni sunt absolut necesare diagnosticului bolilor cromosomice (capitolul 10) În aceasta sectiune ne vom referi la indicatiile practice ale examenelor citogenetice 1 1 TESTUL CROMATINEI SEXUALE Cromatina sexuala ne ofera informatii privind numarul cromosomilor sexuali si, prin aceasta, date pretioase pentru stabilirea sexului genetic (XX sau XY) precum si a anomaliilor numerice (aneuploidiilor) gonosomice * Cromatina X rezulta prin inactivarea unui cromosom X la femeia XX, care prin heterocromatinizare va forma corpusculul Barr vizibil în nucleul interfazic (vezi capitolul 2 D 2 2) Numarul corpusculilor Barr este egal cu suma cromosomilor X minus 1; testul Barr va fi deci pozitiv la femeia normala si negativ la barbatul normal * Cromatina Y reprezinta heterocromatina din cele 2/3 distale ale bratului lung al cromosomului Y, vizibila la microsocopul în fluorescenta sub forma corpuscului F; numarul de corpusculi F este, firesc, egal cu numarul cromosomilor Y Testul cromatinei sexuale este simplu, ieftin si util în practica, în situatii clinice bine definite Un test anormal reprezinta o optiune foarte serioasa pentru diagnostic, mai ales într-un context clinic sugestiv Totusi, trebuie precizat ca diagnosticul final va fi pus numai prin analiza cromosomica În practica curenta se foloseste mai ales determinarea cromatinei X (testul Barr), realizata cu o metoda standardizata si o interpretare atenta si corecta Un rezultat anormal (test Barr negativ la persoane feminine, test Barr pozitiv la persoane masculine sau prezenta a doi corpusculi Barr) va fi confirmat prin repetarea testului si o evaluare independenta de catre un alt examinator O problema delicata apare în cazul rezultatelor cert pozitive dar cu un procent mic de celule cromatin-X pozitive (sub 10-12 %); daca se exclude un viciu tehnic si rezultatul persista este necesara analiza cromosomica O alta problema delicata, dar mult mai rar întâlnita, este prezenta unui corpuscul Barr de dimensiuni anormale, mai mic sau mai mare de 1,5 microni, care poate reflecta o anomalie de structura a cromosomului X: o deletie de X sau un isocromosom X Testul cromatinei Y se foloseste mult mai rar, fiind si mai laborios si necesitând o echipare cu microscopie în UV În prezent, în laboratoarele modern utilate, se foloseste metoda FISH interfazic cu sonde pentru X si Y, care pune un diagnostic de certitudine, fara a fi necesara deobicei efectuarea cariotipului Testul cromatinei X se recomanda, în prezent, în doua situatii frecvente: * o anomalie a organelor genitale externe (hipospadias ± testiculi necoborâti congenital, micropenis etc) sau o stare intersexuala evidenta; cromatina sexuala va permite stabilirea sexului genetic si încadrarea diagnostica a cazului * semne clinice care ar putea evoca fenotipul unor anomalii ale cromosomilor sexuali (în special 45,X sau 47,XXY) sau ale unor disgenezii gonadice: - la fete: hipostatura proportionata, gât scurt ± palmat, limfedem pe fata dorsala a picioarelor sau/si mâinilor; pubertate întârziata, caractere sexuale secundare reduse, amenoree primara sau secundara precoce; - la baieti: talie înalta, pe seama membrelor inferioare; caractere sexuale secundare reduse; ginecomastie, testiculi mici Limitele testului cromatinei sexuale sunt reprezentate de caracterul echivoc al testului (spre exemplu un test Barr negativ la o persoana de sex feminin poate semnala fie un sindrom Turner - 45,X, fie un sindrom Morris - 46,XY, fie o disgenezie gonadica mixta - 46,XY/45,X) si necesitatea efectuarii cariotipului pentru a avea un diagnostic citogenetic cert 1 2 ANALIZA CROMOSOMILOR UMANI Studiul cromosomilor se efectueaza postnatal - pentru diagnosticul anomaliilor constitutionale sau dobândite (în unele neoplazii sau dupa expunerea la agenti clastogeni, ce rup cromosomii) si prenatal - pe celule fetale recoltate din placenta (vilozitati coriale, la 10-11 saptamâni de sarcina) sau lichid amniotic (15-16 saptamâni de sarcina), sub control ecografic Metodele actuale de studiu (vezi capitolul 2 D) se bazeaza deobicei pe culturi de celule si marcaj cromosomic în metafaza (300-400 de benzi); în functie de datele clinice (când se suspecteaza un sindrom cu microdeletie sau duplicatie) si/sau rezultatele metodelor standard se recurge la tehnici sofisticate de generatia a III-a (analiza cromosomilor în pro-metafaza, cu 550-850 benzi) sau de generatia a IV-a (FISH) Analiza cromosomilor este o metoda complexa (necesita un laborator special utilat) si scumpa dar relatia cost-beneficiu este excelenta deoarece se pune un diagnostic precis, pentru o viata (de regula nu este nevoie repetarea analizei) Totusi medicii practicieni trebuie sa cunoasca indicatiile metodelor de analiza cromosomica pentru o selectie corecta a cazurilor Tinând cont de consecintele fenotipice si reproductive ale anomaliilor cromosomice (vezi capitolul 6 C) studiul cromosomilor este indicat în urmatoarele situatii: (1) La copiii cu anomalii congenitale multiple (minore ± majore) mai ales daca se însotesc de tulburari de crestere prenatala si/sau întârziere în dezvoltarea psiho-motorie postnatala sau daca anamneza familiala evidentiaza cazuri de avorturi spontane/nou-nascuti morti/ nou-nascuti vii plurimalformati Efectuarea cariotipului se va face obligatoriu chiar si în situatiile în care aspectul clinic este caracteristic pentru un diagnostic de boala cromosomica (în special sindrom Down), pentru a stabili exact genotipul pacientului (2) În debilitati mintale (indiferent de grad) de cauze nedeterminate (se exclud deci cazurile de suferinta fetala, meningo-encefalite postnatale, boli metabolice) si/sau tulburari de comportament - mai ales daca se însotesc de dismorfie faciala si/sau anamneza familiala pozitiva La subiectii de sex masculin se va face cariotipul standard cu marcaj precum si teste pentru evidentierea cromosomului X fragil (3) La cuplurile cu tulburari de reproducere (=2 avorturi spontane si/sau nou-nascuti morti/vii plurimalformati) pentru a se evidentia o posibila anomalie cromosomica echilibrata la unul dintre parteneri (5-10% din cazuri) (4) Daca în situatiile (1) si (2) se identifica o anomalie de structura neechilibrata (ce produce o monosomie sau trisomie partiala) se va studia cariotipul parintilor pentru a se cauta prezenta unei eventuale anomalii cromosomice echilibrate Daca aceasta se confirma se va recomanda analiza cromosomica la rudele de gradul 1, care ar putea mosteni anomalia echilibrata (5) La persoanele cu stari intersexuale, pentru stabilirea sexului genetic (XX sau XY) sau evidentierea unor anomalii ale cromosomilor sexuali (6) În tulburarile de dezvoltare pubertara sau în prezenta unor semne de disgenezie gonadica), mai ales daca la baieti se adauga anomalii ale OGE, ginecomastie sau o spermograma anormala (azoo- sau oligospermie) sau daca la fete se asociaza amenoree primara (absenta menarhei) sau amenoree secundara precoce (7) În hemopatiile maligne, mai rar în tumorile solide, pentru diagnostic pozitiv si diferential, prognostic sau urmarirea evolutiei tratamentului (8) În cazurile rare de sindroame cu instabilitate cromosomica (sindromul Bloom, anemia Fanconi, sindromul Nijmegen, sindromul ICF, sindromul Roberts Ataxia-telangiectazia) (vezi capitolul 6 C 1 5) (9) Pentru depistarea efectului mutagen al expunerii profesionale sau accidentale la radiatii ionizante si unele substante chimice (clastogene) (10) În diagnosticul prenatal, studiul cromosomilor în celulele fetale este indicat la femeile gravide: a) peste 35-38 de ani; b) atunci când unul din parinti are o anomalie cromosomica echilibrata; c) atunci când cuplul a avut un copil cu o anomalie cromosomica de novo (deci cariotipul parintilor este normal) si uneori poate avea un risc crescut pentru un alt copil cu anomalie cromosomica (de exemplu, mozaicism gonadic parental); d) pentru stabilirea sexului genetic, în cazul bolilor recesive gonosomale (în care se îmbolnavesc numai 1/2 din baieti), mai ales atunci când nu exista o metoda de diagnostic prenatal specific pentru afectiunea respectiva e) atunci când se identifica semne ecografice de alarma (vezi capitolul 18) sau testele de screening biochimic (triplu test) pentru sindromul Down sunt pozitive (vezi capitolul 10) Limitele metodelor de analiza cromosomica sunt determinate de rezolutia lor, care nu permite evidentierea mutatiilor genice sau poligenice Subliniem din nou necesitatea unui laborator de citogenetica bine echipat, cu personal calificat, tehnici standardizate si control intern si extern de calitate 2 DIAGNOSTICUL MOLECULAR 2 1 DEFINITIE Orice boala este definita ca entitate morbida pe baza mai multor elemente: cauza (etiologie), mecanismul de producere (patogenie) - care determina manifestarile clinice - tabloul clinic si paraclinic (fenotipul) specific Cu cât aceste elemente sunt mai bine definite, cu atât diagnosticul este mai precis, iar strategiile terapeutice si preventive sunt mai clar directionate În medicina clasica, procesul diagnostic este bazat pe identificarea unui tablou clinic si pe analiza in vitro a celulelor sau tesuturilor modificate, a cailor biochimice alterate sau a unor agenti infectiosi cauzali Cu toate ca aceasta analiza fenotipica a fost constant îmbunatatita în decursul timpului prin aplicarea unor tehnici si metode noi (ca microscopia, spectrometria, enzimologia sau imunohistochimia, s a ), multe boli nu au putut fi complet definite din punct de vedere etiopatogenic pâna la dezvoltarea metodelor de analiza genotipica, a ADN sau ARN Conceptul de diagnostic molecular se refera la noile tehnologii de diagnostic care au drept obiect (tinta) de studiu ADN-ul si ARN-ul celular, urmarind identificarea mutatiilor si polimorfismelor genice implicate în producerea bolilor, identificarea unor genomuri exogene patogene (în unele boli infectioase) precum si identificarea precisa a persoanelor ("tiparea genetica" - DNA fingerprinting) În aceasta sectiune vor fi prezentate doar principiile de baza ale unor metode de diagnostic molecular si vor fi aduse unele exemple sugestive O lista completa si actualizata permanent a metodelor de diagnostic molecular al bolilor genetice se poate gasi pe site-ul GeneTests - GeneClinics la adresa de web http://www geneclinics org Obiectivele diagnosticului molecular al bolilor genetice sunt: * diagnosticul genotipic postnatal sau chiar prenatal al bolnavilor cu afectiuni monogenice * diagnosticul presimptomatic al purtatorilor de gene dominante cu manifestare tardiva; * identificarea purtatorilor sanatosi (heterozigoti) de gene recesive; * identificarea persoanelor purtatoare de premutatii (pentru afectiunile determinate de mutatii dinamice); * identificarea unor mutatii genice sau rearanjarii cromosomice în vederea stabilirii stadiului sau a evaluarii prognosticului unor tumori sau hemopatii maligne În functie de nivelul cunostintelor referitoare la substratul genetic al afectiunii si la numarul si frecventa populationala a mutatiilor, se disting doua categorii de metode de diagnostic molecular: * Metodele directe - aplicabile atunci când gena si/sau mutatia sunt cunoscute - urmaresc evidentierea unei mutatii la nivelul genotipului unui individ Specimene (ADN, ARN) provenite de la consultand sunt testate pentru identificarea unui anumit tip de mutatie; testul este individual si furnizeaza informatii doar despre respectivul individ * Metodele indirecte - aplicabile atunci când gena nu a fost secventiata sau este greu accesibila diagnosticului direct - urmaresc transmiterea intrafamiliala a unor markeri genetici înlantuiti cu locusul morbid, pentru a descoperi daca consultandul a "mostenit" sau nu alela mutanta de la un parinte heterozigot; testul vizeaza o familie si furnizeaza informatii referitoare la segregarea unui anumit segment cromosomic în aceasta familie 2 2 TEHNICI DE BAZA ALE DIAGNOSTICULUI MOLECULAR a Izolarea ADN genomic Diagnosticul molecular la nivel de ADN presupune ca prim timp izolarea ADN genomic (nuclear sau mitocondrial) de calitate (puritate si integritate corespunzatoare, dimensiuni ale fragmentelor mai mari de 150 kb) din tesuturi sau culturi de celule Cel mai frecvent se utilizeaza sângele venos Metodele de izolare utilizate în prezent se caracterizeaza prin gradul lor înalt de stringenta necesar înlaturarii proteinelor (cu ajutorul unor detergenti si proteinazei K), lipidelor (prin extractia fenol-cloroform), ARN-ului (prin tratare cu RN-aza) sau a altor constituenti celulari care ar putea interfera cu activitatea enzimelor de restrictie, a ligazelor sau a polimerazei Sunt, de asemenea, esentiale eliminarea oricaror nucleaze care pot degrada ADN-ul de greutate moleculara mare, precum si evitarea stresului mecanic care poate duce la fragmentarea ADN-ului genomic în cursul purificarii b Sectionarea cu enzime de restrictie Pentru obtinerea unor fragmente de ADN (ce contin o gena sau o parte din gena) în vederea amplificarii si analizei ulterioare se folosesc enzime de restrictie (vezi capitolul 3 C 1 1) Enzimele de restrictie nu sectioneaza ADN la întâmplare ci au un grad înalt de specificitate: ele "scaneaza" ADN si se opresc atunci când recunosc o secventa nucleotidica specifica, numita situs de restrictie, la nivelul careia sectioneaza ADN Clivarea moleculei de ADN cu o anumita enzima de restrictie "fragmenteaza" ADN într-un numar definit, caracteristic si reproductibil de fragmente, care reflecta localizarea si frecventa situsurilor specifice de clivare sau harta de restrictie Situsurile de restrictie sunt dispuse la distante variate iar fragmentele produse prin sectionare sunt inegale; pe aceasta baza, ele pot fi usor separate prin electroforeza în gel Diferite mutatii pot modifica situsul de restrictie (care nu va mai fi cunoscut de enzima) sau pot crea situsuri noi De aceea clivarea ADN unor persoane diferite din populatie cu aceiasi enzima de restrictie va produce fragmente de ADN cu lungimi diferite Se realizeaza un amplu fenomen de "polimorfism al lungimii fragmentelor de restrictie" (RFLP), care poate fi folosit ca un marker genetic pretios în diagnosticul unor boli genetice Hartile de restrictie permit compararea moleculelor de ADN de la diferiti indivizi, fara a fi necesara determinarea în detaliu a secventei nucleotidice c Separarea fragmentelor de ADN prin electroforeza în gel Datorita prezentei grupurilor fosfat, încarcate negativ, în prezenta unui câmp electric, fragmentele de ADN vor migra spre anod Rata migrarii este determinata de frecare, astfel ca moleculele mai mari strabat cu mai multa dificultate porii, deplasându-se mai lent decât moleculele mici Gelul actioneaza ca o sita cu pori prin care trebuie sa treaca moleculele de ADN Odata cu esantioanele de ADN se pun sa migreaza "markeri ADN" cu o marime cunoscuta; ei ofera posibilitatea calcularii lungimii moleculelor din esantion Pentru vizualizarea directa a moleculelor de ADN se utilizeaza bromura de etidiu, inclusa în gel Acest colorant se intercaleaza între bazele ADN-ului dublu catenar si are o fluorescenta rosu-oranj când este iradiat cu lumina ultravioleta (260-360nm) Colorantul neintercalat nu este fluorescent; ca atare numai benzile de ADN din gelul de agaroza vor fi vizualizate în lumina ultravioleta Exista trei tehnici de electroforeza în gel care fac posibila separarea si vizualizarea unor fragmente de ADN cu lungimi cuprinse între 5 nucleotide si 5 000 000 de nucleotide * Electroforeza în gel de agaroza - permite separarea unor fragmente de ADN cuprinse între 0,1-20 kb * Electroforeza în gel de poliacrilamida este similara celei în gel de agaroza, dar discriminarea fragmentelor se realizeaza în functie de marimea porilor Gelurile de 3,5% poliacrilamida pot separa fragmente de cuprinse între 1 000-2 000 Kb iar gelurile de 20% acrilamida fragmente de 6-100 nucleotide; rezolutia fragmentelor este foarte buna, aceste geluri fiind folosite si pentru secventierea ADN * Electroforeza în câmp electric pulsatil face posibila separarea unor fragmente mari de ADN, de pâna la 5 Mb, prin schimbarea (alternarea) directiei câmpului electric d Amplificarea in vitro a secventelor de ADN (Polymerase Chain Reaction) Reactia de polimerizare în lant (PCR, "polymerase chain reaction") permite amplificarea enzimatica aproape exponentiala a ADN-ului pornind de la cantitati foarte mici de material, mimând mecanismul de baza al replicarii ADN Principiul metodei PCR a fost prezentat în capitolul 3 C 2 si figura 3 20 Avantajele clonarii acelulare a ADN prin PCR sunt determinate în primul rând de simplitatea sa (nu necesita nici o alta manipulare, în afara variatiilor termice necesare diferitelor etape ale reactiei, si deaceea se preteaza la automatizare, folosind un termociclor); în al doilea rând, PCR este o metoda rapida, sensibila, eficace si ieftina Metoda PCR a fost aplicata cu succes la studiul diverselor tipuri de secvente de ADN: genomic, mitocondrial, exogen (în special viral), precum si la molecule de ARNm, dupa ce în prealabil s-a obtinut cu ajutorul transcriptazei inverse o molecula de ADN complementar unui mesager (RT-PCR sau reverse transcriptase PCR) Tehnica PCR a revolutionat atât analiza genetica, cât si diagnosticul molecular al bolilor genetice, prin detectia directa a mutatiilor sau diagnosticul indirect prin polimorfismul RFLP sau al markerilor minisatelitici In acest scop s-au elaborat numeroase variante ale PCR d Secventierea ADN Etapa principala de analiza genotipica este determinarea secventei nucleotidice, deci a informatiei genetice a unui fragment de ADN (gena) Aceasta actiune este decisiva pentru a stabili structura genei precum si secventa de aminoacizi a proteinei codificata de gena (în cazul în care ea nu a fost identificata) In viitor, cunoasterea genomului uman si perfectionarea unor sisteme automate vor da posibilitatea diagnosticarii bolilor genetice direct prin secventiere Secventierea ADN este o versiune modificata a replicarii ADN, realizata în conditii controlate in vitro Principiul metodei a fost descris în capitolul 3 C 3 2 Vom mentiona doar ca secventierea difera de replicarea normala prin faptul ca in mediul de reactie sunt incluse a didezoxinucleotidele (ddNTP), carora le lipseste grupul 3'-OH necesar pentru extensia lantului de catre ADN polimeraza În momentul încorporarii unui ddNTP în ADN, polimerizarea se încheie si, de aceea, metoda este denumita secventiere prin încheierea lantului ("chain termination sequencing") Produsii reactiei pot fi detectati prin încorporarea în mediul de incubatie (în amorse sau în nucleotide) a unor markeri (marcati fluorescent diferit pentru fiecare tip de nucleotid), urmata de electroforeza în gel de poliacrilamida pentru separarea perfecta a fragmentelor (figura 9 6) e Hibridizarea acizilor nucleici Detectia si identificarea unor secvente specifice de acid nucleic constituie o procedura de rutina în biologia moleculara O astfel de metoda se bazeaza pe faptul ca, în conditii favorabile, doua molecule monocatenare de acizi nucleici pot forma o molecula hibrid, în functie de gradul de complementaritate a secventelor lor nucleotidice Formarea duplexului se realizeaza în principal prin legaturi de hidrogen între guanozina si citozina, si respectiv între adenozina si timidina (sau uridina, în cazul ARN-ului) Astfel, hibridizarea moleculara asociata cu o metoda de marcare si detectie devine foarte utila pentru identificarea unor secvente identice (sau înrudite) cu ajutorul unei secvente nucleotidice de referinta (sonda / proba) (vezi capitolul 3 C 3 1) (1) Analiza ADN genomic prin metoda de transfer Southern Southern blotting reprezinta o metoda de stabilire a prezentei / absentei unei anumite secvente de ADN în ADN-ul genomic, cu ajutorul unei secvente ADN complementare (sonda /proba ADN) Întrucât ADN-ul genomic este de dimensiuni foarte mari, el este taiat cu una sau mai multe enzime de restrictie, dupa care fragmentele sunt separate în functie de marime prin electroforeza în gel (de obicei, de agaroza) Moleculele migrate în gel sunt denaturate în molecule monocatenare prin tratament cu alcali, apoi neutralizate si transferate prin capilaritate pe o membrana de hibridizare ("blotting"), utilizând o solutie ionica concentrata ADN-ul este legat ireversibil la membrana prin intermediul unor legaturi încrucisate (cross-linking) sub actiunea luminii ultraviolete Astfel, molecula tinta monocatenara este disponibila pentru hibridizarea (asocierea pe baza complementaritatii bazelor) cu o proba marcata (radioactiv sau fluorescent) de ADN monocatenar Dupa înlaturarea hibridizarii nespecifice prin spalare cu detergenti (SDS) si solutii ionice concentrate, interactiunile specifice dintre tinta si proba (moleculele hibride) sunt detectate fie prin autoradiografie, fie prin metode de detectie non-radioactive (vezi figura 3 21 si figura 9 7) De la introducerea sa în 1975 (Southern, 1975), analiza ADN prin Southern blotting a devenit o tehnica de rutina în analiza organizarii genelor, identificarea si clonarea unor secvente specifice, studiul mutantilor, caracterizarea genotipurilor prin analiza polimorfismelor fragmentelor de restrictie (RFLPs - "restriction fragment length polymorphisms"), diagnosticul bolilor genetice si al cancerului, detectia prezentei unor microorganisme în tesuturile umane sau identificarea genetica ("genetic fingerprinting") în medicina legala (2) Analiza ARN prin Northern blot Analiza ARN-ului prin Northern blot este o procedura esentiala pentru obtinerea de informatii privind expresia genelor în organismele multicelulare, deoarece poate aprecia cantitatea unei secvente de ARN (de obicei ARNm) într-un anumit tesut sau tip de celule În diagnosticul mutatiilor, aceasta metoda poate releva prezenta unor modificari în nivelul expresiei sau în marimea moleculei de ARNm corespunzatoare unei anumite gene f Analiza proteinelor prin metoda de transfer Western blotting Aceasta tehnica permite obtinerea de informatii privind dimensiunea si cantitatea proteinelor mutante extrase din probe tisulare de la pacienti cu boli genetice (vezi figura 3 24) 2 3 METODE DIRECTE DE DIAGNOSTIC MOLECULAR Metodele directe urmaresc evidentierea unei mutatii cunoscute în genotipul unui pacient; testul este individual si furnizeaza informatii doar despre respectivul pacient Exista astazi o multitudine de metode de analiza directa a ADN, fiecare cu indicatii si limte precise (tabelul 9 4) Tabelul 9 4 Metode directe de diagnostic molecular METODA COMENTARII Analiza RFLP (digestie enzimatica a ADN-ului amplificat prin PCR si evaluarea marimii fragmentelor prin electroforeza în gel si Southern blot) Numai pentru deletii sau insertii de dimensiuni mari sau mutatii punctiforme în care mutatia creeaza sau aboleste un situs de restrictie natural sau unul introdus prin utilizarea unor primeri PCR speciali (PCR-based Southern) Hibridizarea ADN-ului amplificat cu oligonucleotide specifice de alela (ASO) pe dot-blot sau gene chip Metoda generala pentru mutatii punctiforme determinate; utilizarea unor seturi largi de oligonucleotide permite scanarea concomitenta pentru multiple mutatii PCR utilizând primeri cu specificitate de alela (test ARMS) Metoda generala pentru mutatii punctiforme; design-ul amorselor este critic Poate fi adaptat pentru tehnologia cipurilor Testul de ligare a oligonucleotidelor (OLA) Metoda generala pentru mutatii punctiforme determinate PCR cu primeri situati de o parte si de alta al unui punct de translocatie, deletie sau insertie Amplificarea reusita indica prezenta rearanjarii cromosomice cautate Secventierea Permite detectia si caracterizarea completa a mutatiei Este necesara cunoasterea secventei genomice a genei a Analiza RFLP (restriction fragment length polymorphism) Analiza prezentei si marimii fragmentelor de restrictie corespunzatoare secventei genomice a unei anumite gene permite evaluarea unor modificari (deletii, insertii) de dimensiuni mari (sute de pb) ale secventei nucleotidice la diferiti pacienti În anumite boli genetice, mutatia responsabila anuleaza un situs de restrictie specific pentru o anumita enzima, situat în interiorul genei În aceasta situatie, analiza lungimii fragmentelor de restrictie generate de enzima în cauza va indica direct prezenta sau absenta mutatiei (figura 9 8) b Metoda ASO (allele specific oligonucleotides) Mutatiile punctiforme ale unei gene pot fi detectate cu ajutorul PCR, cu conditia cunoasterii secventei genice din vecinatatea mutatiei In acest caz, amorsele (primeri) utilizate sunt specifice (complementare) fie alelei normale (ASO-N), fie celei mutante (ASO-M), fiind denumite oligonucleotide cu specificitate de alela (vezi capitolul 3 C 3 1 b) Cele doua oligonucleotide difera doar printr-o singura baza, dar acest fapt este suficient pentru ca hibridizarea oligonucleotidelor sa fie specifica pentru o anumita alela Când se realizeaza detectia unei mutatiei, specimenul de ADN este amplificat alaturi de 3 specimene cunoscute: homozigot normal (NN), heterozigot (Na) si homozigot mutant (aa) Produsele PCR sunt transferate pe filtre de nitroceluloza ("dot blot") si apoi sunt hibridizate (separat, în doua reactii) cu cele doua oligonucleotide specifice, marcate radioactiv (cu 32P) Hibridizarea se face în conditii de stringenta inalta, pentru ca o diferenta de o singura baza ("mismatch") sa împiedice asocierea nespecifica (vezi figura 3 22) Daca un specimen de ADN este recunoscut de oligonucleotidul specific alelei mutante, înseamna ca persoana este purtatoarea a cel putin unei gene mutante Diferentierea între heterozigoti si homozigoti mutanti se realizeaza prin analiza filtrului cu oligonucleotidul normal, hibridizarea acestuia cu acelasi specimen de ADN semnificând faptul ca persoana este heterozigota (figura 9 9) Trebuie subliniat faptul ca acest test este specific unui anumit tip de mutatie, iar absenta hibridizarii cu oligonucleotidul specific alelei mutante nu înseamna absenta mutatiilor ci doar absenta mutatiei particulare pentru care s-a facut testarea c Metoda ARMS (amplification refractory mutation system) Metoda ARMS este o metoda care permite în principiu detectarea oricarei mutatii punctiforme printr-o tehnica tip PCR în care se utilizeaza amorse cu specificitate alelica Principiul este asemanator cu cel utilizat în ASO, numai ca în acest caz nu se desemneaza primeri care difera între ei în portiunea mijlocie a secventei (pentru a maximiza instabilitatea termodinamica a heteroduplexurilor) ci la nivelul extremitatii 3' Atunci când primerul nu realizeaza o împerechere corecta a bazei 3' (exista un mismatch), Taq polimeraza nu va putea declansa reactia de polimerizare Utilizarea a doua reactii (una cu primerul corespunzator mutatiei si alta cu cel corespunzator alelei normale) permite genotiparea corecta atât a homozigotilor cât si a heterozigotilor Mai nou se utilizeaza asa numita tehnica tetra-ARMS care permite genotiparea eficienta a polimorfismelor mononucleotidice într-o singura reactie (figura 9 10) 2 4 METODE INDIRECTE DE DIAGNOSTIC MOLECULAR Desi secventierea genelor este metoda cea mai directa de identificare a mutatiilor, marimea genelor umane (sute de mii sau milioane de pb) si existenta unei largi game de mutatii (heterogenitate alelica) pentru multe dintre ele fac ca aceasta metoda sa fie utilizata abia dupa ce existenta unei mutatii la nivelul unei anumite gene a fost demonstrata printr-o metoda indirecta, mai rapida si mai ieftina Tabelul 9 5 Metode indirecte de diagnostic molecular METODA AVANTAJE DEZAVANTAJE Mobilitatea electroforetica în gel a heteroduplexurilor Metoda foarte simpla si ieftina Numai pentru secvente sub 200pb Sensibilitate limitata Nu releva pozitia modificarilor Cromatografie de înalta rezolutie în solutie denaturanta Metoda rapida, cantitativa Echipament costisitor Nu releva pozitia modificarilor nucleotidice Polimorfismul conformatiei ADN monocatenar (SSCP) Metoda simpla, echipament ieftin Numai pentru secvente sub 200pb Sensibilitate limitata Nu releva pozitia anomaliilor Electroforeza în gel cu gradient denaturant (DGGE) Metoda sensibila Alegerea amorselor este critica Amorsele sunt costisitoare Nu releva pozitia anomaliei Clivarea perechilor de baze anormale: (mismatch cleavage) Chimic, enzimatic Metoda sensibila Identifica pozitia modificarii nucleotidice Reactivi toxici Metoda dificila Rezultate de calitate slaba Testul proteinelor trunchiate (PTT) Mare sensibilitate pentru mutatiile cu terminare prematura a translatiei Identifica pozitia mutatiei Numai pentru mutatii cu încheiere prematura a lantului Metoda costisitoare, dificila Necesita ARN Dideoxy fingerprinting Mare sensibilitate Dificil de interpretat "Cipuri" ADN de hibridizare de minisecventializare Metode rapide, eficiente Pot detecta si defini toate modificarile nucleotidice Echipament costisitor Gama limitata de gene Tehnologie noua, înca în dezvoltare Analizele de înlantuire Metoda foarte simpla si ieftina Necesita studii în cadrul familiilor a Metoda SSCP ("single strand conformational polymorphism") Analiza SSCP a fragmentelor de ADN genomic amplificate prin PCR se bazeaza pe tendinta ADN-ului monocatenar de a forma structuri secundare prin legaturi de hidrogen, intramoleculare Prezenta unei mutatii punctiforme determina modificarea legaturilor de hidrogen din interiorul moleculei si deci si a conformatiei moleculei Intrucât mobilitatea electroforetica în gel a moleculelor de ADN este dependenta nu numai de marime, ci si de conformatia lor, doua molecule de ADN monocatenar, care difera numai printr-o singura baza, migreaza electroforetic diferit (figura 9 11) Avantajul principal al SSCP consta în faptul ca nu este necesara cunoasterea precisa a mutatiei sau a secventei complete a genei Singura cerinta este cunoasterea partiala a secventei nucleotidice, pentru realizarea amorselor ADN-ul amplificat prin PCR este denaturat si apoi aplicat imediat pe un gel nedenaturant, pentru a nu permite renaturarea în solutie In gel, catenele ramân separate, dar formeaza structuri secundare prin legaturi de hidrogen, deoarece ADN-ul bicatenar este mai stabil decât cel liniar, monocatenar Catenele cu structuri diferite au mobilitate electroforetica diferita, SSCP putând detecta o diferenta de o singura baza dintr-o catena de 500 nucleotide Izolarea din gel a fragmentului de ADN cu migrare anormala permite secventierea si determinarea precisa a modificarii nucleotidice Modificarea secventei ADN poate sta sau nu la originea unei afectiuni, prin urmare nu orice polimorfism reprezinta o mutatie dezavantajoasa b Metoda DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) Metoda DGGE implica amestecarea fragmentelor de ADN genomic denaturat cu o proba ADN monocatenara, marcata (de obicei radioactiv) urmata de electroforeza acestui amestec într-un gel cu gradient denaturant ADN-ul genomic identic ca secventa cu proba utilizata va forma cu aceasta un homoduplex care va ramâne stabil chiar si în conditiile denaturante din gel, în timp ce fragmentele de ADN care difera de secventa probei formeaza initial heteroduplexuri cu aceasta, dar pe parcursul migrarii sunt denaturate, rezultând o structura ramificata cu mobilitate redusa comparativ cu homoduplexul (vizualizarea se realizeaza prin autoradiografie) (figura 9 12) c Metoda clivarii chimice a secventei anormale Chemical cleavage mismatch (CCM) se bazeaza pe capacitatea unor substante chimice - hidroxilamina sau tetraoxid de osmiu - de a reactiona cu nucleotide libere - citozina, respectiv timina Prin denaturarea ADN-ului genomic dublu catenar si hibridizarea sa cu o proba de ADN monocatenar marcata radioactiv, orice citozina, (respectiv timina) neîmperecheata va fi susceptibila la reactia cu hidroxilamina (respectiv tetraoxidul de osmiu) Adaugarea de piperidina duce la clivarea ADN-ului la nivelul acestor situsuri Aceasta tehnica localizeaza împerecherile gresite pentru ambele catene si deci detecteaza indirect mutatiile care implica substitutia cu adenina sau guanina prin identificarea timinelor sau citozinelor complementare din cealalta catena d Testul proteinelor trunchiate (PTT) Testul proteinelor trunchiate se bazeaza pe obtinerea de ADNc pornind de la ARN-ul mesager pe baza reactiei de transcriptie inversa (RT-PCR) Transcriptia inversa presupune utilizarea unei amorse specifice care contine un promotor si o secventa de initiere a translatiei ADN-ul complementar rezultat este apoi supus transcriptiei si translatiei într-un sistem special Produsul proteic este analizat prin electroforeza în gel, iar obtinerea unei proteine de dimensiuni mai mici (trunchiate) semnifica prezenta unei mutatii nonsens sau cu schimbarea cadrului de lectura în gena corespunzatoare (figura 9 13) e Analizele de înlantuire Analizele de înlantuire se realizeaza în trei etape (vezi capitolul 3 D 1) În prima etapa se face diferentierea celor doi cromosomi omologi la cuplul relevant (gasirea unui marker genetic - RFLPs, minisateliti, microsateliti - strâns înlantuit cu alela mutanta pentru care parintii sunt heterozigoti) Apoi se determina "faza de înlantuire" (identificarea cromosomului purtator al genei mutante) În final are loc identificarea setului de cromosomi primit de consultand de la parinti C SFATUL GENETIC 1 DEFINITIE OBIECTIVE CIRCUMSTANTE DE ACORDARE Sfatul genetic a fost definit ca un proces de comunicare care se ocupa cu problemele umane si psihologice asociate cu prezenta unei boli genetice sau cu riscul ei de aparitie într-o familie191 În esenta, " pacientii si/sau rudele lor cu risc pentru o boala ce poate fi ereditara sunt sfatuiti asupra consecintelor bolii, probabilitatea aparitiei sau transmiterii ei în familie si caile prin care aceasta poate fi prevenita sau ameliorata " (Harper, 1998) Acest proces, efectuat de una sau mai multe persoane specializate (genetician, psiholog-consilier, asistent social), implica o încercare de a ajuta individul sau familia: * sa înteleaga faptele medicale, inclusiv diagnosticul, evolutia probabila a bolii si posibilitatile de îngrijire; * sa aprecieze modul în care factorii genetici contribuie la producerea bolii, modul ei de transmitere si riscul de recurenta la anumite rude; * sa înteleaga optiunile si alternativele reproductive determinate de riscul de recurenta ; * sa aleaga actiunile care li se par corespunzatoare în raport cu riscul lor si scopurile familiei lor si sa actioneze în concordanta cu aceasta decizie informata; * sa faca cea mai buna corectie posibila a bolii la o persoana afectata din familie si/sau a riscului de recurenta a acelei boli Aceste obiective demonstreaza evident ca sfatul genetic este un act medical, specializat si complex El reprezinta de fapt actiunea finala a consultului genetic (vezi figura 9 1) prin care medicul a stabilit diagnosticul si prognosticul bolii probandului, posibilitatile de îngrijire si recuperare, tipul de boala genetica si riscul de recurenta pentru consultand Toate aceste date vor fi comunicate adecvat celor care le-au solicitat, pentru a lua decizii informate Sfatul genetic poate fi solicitat (vezi si sectiunea A 3): * premarital (mai rar) - atunci când unul dintre membrii cuplului este afectat de o boala genetica sau are o ruda apropiata afectata; o alta situatie este posibilitatea unei uniuni consanguine; * preconceptional - pentru una din situatiile mentionate mai sus la care se adauga vârsta materna peste 35 de ani sau existenta unor tulburari de reproducere (de exemplu, avorturi spontane repetate); * prenatal - în cazul unei expuneri accidentale la teratogeni sau a descoperirii unor semne ecografice de alarma; * postnatal - dupa nasterea unui copil afectat de o boala genetica sau anomalii congenitale 2 PRINCIPII SI METODOLOGIE Sfatul genetic necesita cunostinte, pricepere, abilitate de comunicare, umanism si finete psihologica Toate aceste calitati se dobândesc si se perfectioneaza în timp cu conditia întelegerii importantei si particularitatilor acestei actiuni Unii geneticieni sau pediatri-geneticieni au remarcabile calitati de diagnostic dar uneori minimalizeaza complexitatea sau consecintele sfatului genetic; exemplul clasic pentru aceasta abordare simplista este reprezentat de cazurile de sindrom Down, care sunt "rezolvate" uneori în câteva fraze Vom încerca sa prezentam sintetic câteva principii si modalitati generale de acordare a sfatului genetic, care desigur nu pot fi decât un cadru general ce trebuie dezvoltat prin lectura unor lucrari dedicate acestui subiect si mai ales prin exercitii practice 2 1 PRINCIPII GENERALE DE ACORDARE A SFATULUI GENETIC (1) Medicul care acorda sfatul genetic (consilierul sau sfatuitorul genetic) trebuie sa posede o pregatire adecvata în acest domeniu, permanent actualizata, care sa-i permita sa rezolve toate obiectivele sfatului genetic Aceasta parte tehnica trebuie dublata de umanism, capacitate de comunicare si simt psihologic (2) Acuratetea diagnosticului clinic si etiologic este elementul esential al unui sfat genetic corect pentru ca, la fel ca si în alte specialitati medicale, "unde diagnostic nu e, nimic nu e " (3) Sedinta de consiliere (ce se adreseaza cel mai frecvent unui cuplu) trebuie atent pregatita: * Se va planifica atunci când diagnosticul a fost finalizat si la un interval suficient de timp dupa un eveniment traumatizant pentru cuplu (nasterea unui copil malformat, decesul unui copil, pierderea unei sarcini dorite etc ); - Se vor identifica în prealabil (telefon, vizita asistentului social) necazurile si preocuparile consultandului/ parintilor sai (dificultatile de mobilitate, limbaj, întelegere; statutul socio-economic) si, eventual, dorinta de a fi sau nu însotit de cineva din familie, un prieten; - Se va insista asupra prezentei ambilor parinti sau membri ai cuplului deoarece nivelul de întelegere al celor doi parinti poate fi diferit iar transmiterea unor date de catre parintele prezent spre celalalt parinte poate fi incompleta sau eronata, voit sau ne-voit * Se va analiza dosarul medical al consultandului/ probandului si vor fi revazute datele despre boala, pentru a stabili ce probleme vor fi discutate (vezi sectiunea 2 2) * O atentie speciala se va acorda actiunilor ce urmeaza dupa sfatul genetic: monitorizarea evolutiei bolnavului, materiale documentare, legatura cu grupuri de sprijin sau asistenti sociali, mentinerea legaturii cu medicul si Centrul de genetica medicala (se va avea în vedere o noua vizita, dupa o perioada de timp) * Se va aloca un timp adecvat, suficient pentru o prima discutie, fara întreruperi, telefoane etc; * Locul ales trebuie sa nu fie stressant, sa asigure intimitate si confidentialitate; prezenta eventuala a altor persoane din echipa trebuie explicata si aprobata de consultanti (4) Explicatiile oferite trebuie adaptate la nivelul de întelegere al parintilor iar limbajul adecvat nivelului lor de cunostinte Pentru un sfat genetic eficient este indispensabil sa se realizeze o comunicare reala cu acestia, astfel ca parintii sa retina toate elementele necesare unei perceptii exacte a situatiei nou aparute în viata lor Se vor evita formulari, expresii sau cuvinte greoaie, rare, necunoscute interlocutorilor Este de preferat un limbaj simplu, exact, clar, fara prea multe notiuni de specialitate (5) Se va acorda o atentie deosebita problemelor psihologice ale sfatului genetic Riscul genetic are o componenta afectiva atât pentru medic cât mai ales pentru cuplul care asteapta cu nerabdare si teama verdictul medicului De aceea se poate spune ca "riscul se calculeaza la rece si se transmite cu caldura" Pacientii si familiile cu probleme genetice sunt aproape întotdeauna supusi unui stress emotional si social care poate merge pâna la detrese grave Unii pacienti au taria sa se confrunte personal cu asemenea probleme; ei prefera sa primeasca orice veste proasta decât sa ramâna neinformati si ei iau singuri decizii pe baza informatiilor ce le obtin Altii, reclama mult mai mult suport si chiar au nevoie de psihoterapie (6) Un aspect deosebit al sfatului genetic este caracterul non-directional: medicul sfatuieste cuplul consultant, dar nu ia decizii în locul acestuia Important este ca membrii cuplului consultant sa constientizeze toate implicatiile bolii si sa ia deciziile cunoscând toate informatiile referitoare la aceasta (7) Sfatul genetic nu se termina odata cu transmiterea datelor si riscului ci include o serie de actiuni ulterioare * Trebuie stabilit cât mai clar posibil daca pacientii au înteles într-adevar ceea ce li s-a spus despre boala, despre masurile posibile, despre risc Este surprinzator ca multe informatii sunt uitate sau gresit interpretate Un sistem de urmarire periodica (implicând medicul sau/si o asistenta sociala) este util * Totdeauna se va da consultantilor si medicului de familie o scrisoare ce sintetizezaa punctele esentiale ale consultatiei, inclusiv riscul, pentru ca pacientii sa poata avea un document de referinta, clar, asupra caruia sa revina atunci când cred ca este nevoie sa-si precizeze, explice, unele date si concluzii * Sprijinul realizarii optiunilor reproductive decise de catre consultanti * Sprijin activ pentru rezolvarea oricarei probleme ulterioare privind îngrijirea bolnavului, planificarea familiala, suportul socio-economic 2 2 PROBLEME CE VOR FI PUSE ÎN DISCUTIE Problemele ce vor fi puse în dicutie deriva din obiectivele sfatului genetic Dar, înainte de orice, consultantii trebuie sa înteleaga clar scopul si continutul sfatului genetic, la ce se pot astepta din aceasta actiune si ce sprijin vor primi; ei vor fi asigurati de confidentialitatea datelor si caracterul non-directiv al informatiilor: deciziile le apartin si trebuie luate pe baza unor elemente clare, bine fundamentate * Se va începe prezentând afectiunea probandului sau "problema" cu care se confrunta cuplul, manifestarile si consecintele ei, evolutia probabila (istoricul natural) si prognosticul bolii, posibilitatile de îngrijire si de prevenire a unor complicatii În fata unui bolnav sau a unor parinti cu un copil bolnav este bine sa folosim un ton optimist, încurajator * Apoi se va explica natura genetica a bolii, mecanismul de producere si modul de transmitere ereditara În aceasta explicatie ne putem confrunta cu o serie de conceptii gresite despre ereditate, izvorâte fie din traditie, fie din ignoranta, fie din lipsa de cultura medicala (tabelul 9 6); vom încerca sa le limpezim cu tact si rabdare, pentru a reusi sa convingem si sa lamurim lucrurile (vezi si capitolul 8 C 2) Tabelul 9 6 Conceptii gresite despre afectiunile ereditare Absenta altor cazuri de boala în familie înseamna ca boala nu este genetica, ereditara si invers, orice boala familiala este genetica Orice afectiune congenitala este si genetica Toate bolile genetice sunt ereditare, în sensul de transmitere Traumele mentale sau psihice în cursul sarcinii produc malformatii Toate bolile genetice sunt netratabile Un risc de 1:2 ar însemna ca tot al doilea copil va fi afectat sau un risc de 1:4 ar însemna ca dupa un copil bolnav urmatorii 3 copii nu vor fi afectati; Un risc de 1 din 20 (de ex , pentru spina bifida) înseamna o sansa din 20 de a avea un copil normal Daca în familie exista doar femei sau barbati afectati boala are transmitere legata de un cromosom sexual Toate bolile genetice pot fi detectate prin analiza cromosomica * Prezentarea riscului se va face în toate formele posibile (de exemplu : 25%, 1/4, 1 din 4), subliniind concomitent gravitatea afectiunii, posibilitatile terapeutice, sansele unei vieti independente, insertia sociala etc În functie de acesti factori si fara a influenta decizia consultantilor, prezentarea riscului se poate face în mai multe variante - dupa exemplul " paharul este pe jumatate gol sau pe jumatate plin " - mai ales în functie de gradul de handicap Se va preciza ca riscurile se refera la viitor, se aplica la fiecare sarcina indiferent de ce s-a întâmplat la celelalte sarcini (" sansa/riscul nu are memorie ") Multe persoane nu au o idee clara despre ceea ce înseamna un risc " mare " sau " mic " De aceea este utila compararea riscului calculat cu riscurile din populatia generala (tabelul 9 7); în felul acesta riscul va fi mai bine înteles si impactul mai usor de suportat Tabelul 9 7 Riscuri în populatia generala Afectiune Risc general Avort spontan 1/5-1/6 Deces perinatal 1/30 - 1/100 Deces neonatal* 1/150 Deces în primul an de viata* 1/500 Malformatii congenitale majore 1/33 sau 2-3% Handicap mental sau fizic major 1/50 sau 1-2% Cancer în perioada adulta 1/4 sau 25% * Datele sunt valabile pentru tarile dezvoltate * Se vor discuta (în aceeasi sedinta sau ulterior) alternativele si optiunile reproductive determinate de riscul de recurenta sau posibilitatile si optiunile de testare genetica, avantajele si dezavantajele lor, implicatiile psihologice si sociale, modul de realizare/obtinere : - alternativele reproductive sunt : contraceptia (reversibila sau definitiva), reproducere asistata (prin donare de gameti), diagnosticul pre-implantator sau adoptia ; - optiunile reproductive includ : diagnosticul prenatal, terminarea sau continuarea unei sarcini cu un fat afectat ; - optiunile de testare si actiunile preventive sunt valabile pentru persoanele cu risc pentru boli cu debut tardiv ; o situatie speciala este testarea starii de purtator sanatos - Consultantii vor fi încurajati sa aleaga actiunile care li se par corespunzatoare în raport cu riscul lor si scopurile familei * O problema importanta ce trebuie obligatoriu abordata este existenta altor persoane, rude, cu risc genetic crescut în familie - care rezulta din caracterul genetic al bolii si datele arborelui genealogic Consultantii vor fi încurajati sa informeze aceste persoane asupra riscului si utlitatii prezentarii la medicul genetician sau daca nu vor/nu pot sa o faca ei însasi li se va cere acordul scris pentru ca medicul sa-i contacteze si informeze 3 RISCUL GENETIC ÎN BOLILE CROMOSOMICE Sfatul genetic în bolile cromosomice prezinta dificultati legate de tipul anomaliei cromosomice, sexul pacientului la care este prezenta anomalia, gradul de afectare a reproducerii, modalitatea de segregare a cromosomilor în cursul meiozei si viabilitatea produsilor de conceptie Fara a intra în detalii, vom prezenta succint câteva repere practice 3 1 SFATUL GENETIC ÎN ANOMALIILE CROMOSOMICE NUMERICE În sindromul Down, riscul de recurenta depinde, în primul rând, de tipul anomaliei * În cazul trisomiei 21 libere omogene riscul de recurenta variaza cu vârsta materna în momentul conceptiei, fiind de 0,1% la 30 de ani, de 0,3% la 35 de ani, de 1% la 40 de ani si de 4,4% la 45 de ani (tabelul 9 8) Practic, se poate considera ca la femeile sub 30 de ani riscul de recurenta al sindromului Down este nesemnificativ Totusi se recomanda efectuarea analizei cromosomice prenatale la toate gravidele care au avut deja un copil cu sindrom Down prin trisomie 21 libera omogena (posibilitatea unui mozaic germinal) si mai ales la gravidele peste 35 de ani * În cazurile de sindrom Down prin trisomie 21 în mozaic, riscul de recurenta a afectiunii este nesemnificativ, deoarece anomalia este determinata de un accident mitotic în primele etape ale dezvoltarii embrionare * În trisomia 21 prin translocatie Robertsoniana neechilibrata se impune obligatoriu efectuarea analizei cromosomice la ambii parinti În cazul în care translocatia este de novo, ambii parinti având cariotip normal, riscul de recurenta a bolii este mai mic de 1% În cazul în care translocatia este prezenta la tata, riscul de recurenta este mai mic de 1%, deoarece prezenta anomaliei cromosomice induce o blocare a meiozei în spermatocitele cu dezechilibru cromosomic În cazul în care translocatia este prezenta la mama, riscul de recurenta depinde de tipul anomaliei În translocatiile Robertsoniene între cromosomi acrocentrici neomologi, riscul de nastere al unui nou copil cu sindrom Down este de 10% În schimb, în cazul prezentei unei translocatii Robertsoniene t(21;21) riscul de recurenta este total de 100% Tabelul 9 8 Corelatia între vârsta materna în momentul conceptiei si riscul de sindrom Down la descendenti (dupa Hecht si Hook, 1994) Vârsta materna (ani) Prevalenta sindromului Down la nastere ‰ 1/ nn 20 0,65 1560 30 1,12 890 35 2,81 355 36 3,57 280 37 4,59 220 38 5,98 170 39 7,84 130 40 10,4 97 41 13,8 73 42 18,3 55 43 24,5 41 44 32,8 30 45 44,1 23 În cazul altor aneuploidii viabile (trisomiile 13, 18, 45,X, 47,XXY, 47,XYY si trisomia XXX) riscul de recurenta este mai mic de 1% În aceste cazuri, este indicata efectuarea analizei cromosomice prenatale mai mult din motive psihologice 3 2 SFATUL GENETIC ÎN ANOMALIILE CROMOSOMICE STRUCTURALE ECHILIBRATE În anomaliile cromosomice echilibrate riscul purtatorului de a avea un descendent cu o monosomie si/sau trisomie partiala depinde de sexul purtatorului, cromosomii implicati si de tipul anomaliei Deseori în cazul barbatilor purtatori de anomalii echilibrate între autosomi, se poate observa afectarea gametogenezei, ce poate merge pâna la blocarea ei În schimb, meioza feminina este rareori afectata de existenta lor a Translocatiile reciproce echilibrate În translocatiile reciproce echilibrate riscul purtatorului de a avea un descendent cu o anomalie cromosomica structurala neechilibrata este de circa 5-10%, în functie de sexul purtatorului, cromosomii implicati si de tipul anomaliei Majoritatea aneuploidiilor partiale viabile (96%) contin monosomii partiale mai mici de 2% sau trisomii partiale mai mici de 4% din materialul genetic al unui set haploid de cromosomi Produsii de conceptie cu anomalii cromosomice partiale mai severe sunt avortati De aceea riscul unui purtator de translocatii ca sarcina sa se încheie prin avort spontan este de aproximativ 20-30% O situatie particulara apare în cazul existentei unor translocatii X-autosom Jumatate dintre femeile purtatoare si toti barbatii purtatori ai unei astfel de translocatii sunt sterili Femeile care sunt fertile prezinta un risc de 20-40% de a avea descendenti anormali, cu formula cromosomica neechilibrata b Translocatiile Robertsoniene În cazul translocatiilor Robertsoniene între cromosomul 21 si un alt cromosom prezente la unul dintre parinti, riscul de recurenta este: 28 spt) 5-10 Boli materne (40%) (+abuz nicotina, alcool, droguri) Dezlipire de placenta (15%) Malformatii majore (15%) IUGR (11%) Sindroame mendeliene Sindroame cromosomice Deobicei RR mic RR scazut RR multifactorial 0-50% 0-50% RR mic Decese neonatale (0 - 4 spt dupa nastere) (sunt determinate de cauze prenatale) ?2-5 Prematuritate Malformatii congenitale Unice Sindroame Infectii (produc corio-amniotite) Boli materne Hidrops fetal RR mic RR multifactorial 0 - 50% RR mic RR mic 0 - 50% AP - avort precoce; RP - pigment retinian ("ochi"); AC - anomalii cromosomice; RR - risc de recurenta pentru fat anormal si/sau avort La produsii de avort au fost identificate toate tipurile de anomalii cromosomice neechilibrate, care în ordinea frecventei sunt: trisomii, poliploidii, monosomia X, anomalii structurale neechilibrate Se întâlnesc toate tipurile de trisomii, cu exceptia trisomiei 1; cea mai frecventa este trisomia 16 Monosomia X este cea mai frecventa anomalie individuala Avorturile repetate (recurente) (= 3) sunt prezente la 0,8-1% din toate cuplurile si cauzele genetice (anomalii cromosomice, de obicei structurale neechilibrate, si boli monogenice letale) se afla pe locul trei dupa boli endocrine si malformatii sau boli uterine Translocatiile neechilibrate (5% din avorturile recurente) pot fi consecinta segregarii unei translocatii echilibrate la unul din parinti; în aceasta situatie, riscurile unei femei purtatoare sunt: 80% avort, 4% nou nascut malformat, 16% nou nascut normal În situatia în care parintii sunt normali cromosomic riscurile empirice de recurenta sunt: 24% dupa doua avorturi spontane consecutive si 36% dupa trei avorturi Deci probabilitatea de a finaliza o sarcina prin nasterea unui copil este mai mare de 60% Nou nascutii morti sunt rezultatul unor cauze multiple si variate: boli materne (inclusiv consumul de nicotina, alcool, droguri), IUGR (întârziere în cresterea intrauterina - datorita anomaliilor placentare, infectiilor fetale, sindroamelor genetice), malformatii majore, sindroame mendeliene, sindroame cromosomice (5-10%), decolare de placenta Orice pierdere a unei sarcini dorite este un eveniment traumatizant, care implica un sprijin psihologic atent Întrebarile cu care se confrunta medicul sunt: de ce s-a produs? Ce risc exista la sarcinile urmatoare? Analiza aprofundata a cauzelor de catre o echipa specializata si dotata corespunzator permite raspunsuri adecvate Cert este ca interventia factorilor genetici este importanta si, functie de determinismul monogenic, multifactorial sau cromosomic, riscurile variaza de la 50% la 3% (tabelul 10 5) La orice cuplu confruntat cu mai multe pierderi de sarcina (avorturi si/sau nou nascuti morti) se va face analiza cromosomica chiar daca numai 2-5% din aceste cupluri au, la unul din parteneri, o anomalie cromosomica echilibrata Bolile monogenice sunt afectiuni produse de mutatii ale unei singure gene; aceste mutatii se transmit în succesiunea generatiilor dupa tipul mendelian: autosomal dominant, autosomal recesiv sau legat de X De aceea, bolile monogenice mai sunt numite boli mendeliene210 si sunt repertoriate în catalogul "Mendelian Inheritance of Man" (MIM), editat de Profesorul Victor McKusick (ultima editie, a 12-a, a fost tiparita în 1998); vesiunea Online - OMIM - este actualizata continuu si accesibila în întreaga lume (vezi caseta 5 4) OMIM cuprinde circa 14 000 de fenotipuri si gene, dintre care aproximativ 10 000 de intrari corespund unor boli monogenice Bolile monogenice reprezinta una dintre categoriile majore ale bolilor genetice, atât prin numar si frecventa, cât si prin consecintele importante asupra morbiditatii si mortalitatii, mai ales la copil Majoritatea bolilor monogenice devin manifeste clinic în perioada neonatala sau în copilarie Doar aproximativ 10% din bolile monogenice cunoscute debuteaza clinic dupa pubertate si doar aproximativ 1% dintre ele dupa sfârsitul perioadei reproductive Desi cele mai multe dintre aceste boli sunt rare, luate împreuna ele realizeaza o pondere importanta în cadrul morbiditatii si mortalitatii la copii Frecventa globala a bolilor monogenice la copii este de circa 2-3%, iar ponderea lor printre cauzelor de spitalizare este de circa 6-8% Atunci când se cunoaste defectul primar al unei boli monogenice, adica mutatia la nivel genic, precum si consecintele la nivelul proteinei codificate, se utilizeaza termenul de boala moleculara In prezent cel putin 1500 de boli monogenice pot fi încadrate în aceasta categorie a bolilor moleculare, iar cercetarile în curs de desfasurare vor permite, fara îndoiala, descifrarea bazelor moleculare ale tuturor bolilor monogenice Studiul bolilor moleculare a produs o adevarata revolutie în medicina El permite o reclasificare a bolilor în functie de mutatiile cauzatoare si mecanismele patogenice Aceasta actiune - dublata de posibilitatea unui diagnostic molecular, deseori prenatal sau presimptomatic - are consecinte majore pentru asigurarea unui sfat genetic mai precis, sau pentru selectia celor mai adecvate metode de tratament Elucidarea bazelor moleculare ale bolilor monogenice este însa utila nu numai pentru abordarea specifica a acestor afectiuni, ci si pentru descifrarea mecanismelor moleculare care asigura desfasurarea proceselor biologice normale si, implicit, functionarea adecvata a organismului uman Se poate afirma ca am intrat într-o noua etapa a dezvoltarii medicinii, denumita pe drept cuvânt medicina moleculara (vezi capitolul 1 D 3) De aceea, prezentarea unor date generale despre bazele moleculare si biochimice ale bolilor monogenice, ca model pentru bazele moleculare ale tuturor bolilor umane, este nu numai benefica dar si necesara A BAZELE MOLECULARE SI BIOCHIMICE ALE BOLILOR MONOGENICE Medicina moleculara încearca sa explice mecanismele prin care anumita modificare genetica determina un fenotip clinic particular In capitolul 6 au fost prezentate natura si mecanismele de producere a mutatiilor; acest subcapitol este concentrat mai ales asupra întelegerii consecintelor pe care mutatiile le pot avea asupra cantitatii si functiilor unui produs genic si asupra explicarii cauzelor pentru care aceste modificari sunt sau nu patogenice asupra unei anumite celule, aflata într-un stadiu particular de dezvoltare Se pot deosebi patru categorii de efecte ale mutatiilor asupra functiilor proteinelor codificate: mutatii cu pierderea functiei, mutatii cu câstig de functie, mutatii cu dobândirea unei functii noi si mutatii care conduc la expresia anormala temporal (expresie heterocronica) sau spatial (expresie ectopica) a unei proteine O clasificare mai putin utilizata în prezent împarte alelele mutante în: alele nule sau amorfe (care nu produc nici o proteina), alele hipomorfe (care produc o cantitate redusa de proteina sau o proteina cu activitate scazuta), alele hipermorfe (care codifica o cantitatea crescuta de proteina sau o proteina cu activitate accentuata), alele neomorfe (care codifica proteine cu o activitate noua) si alele antimorfe (care antagonizeaza activitatea alelei normale) Trebuie precizat ca nu exista o asociere preferentiala între unele gene si una din categoriile de mutatii prezentate mai sus Ca urmare, una si aceeasi gena poate suferi atât mutatii cu pierderea functiei cât si mutatii cu câstig de functie, iar consecintele acestor mutatii se pot exprima prin producerea unor boli diferite Un asemenea exemplu este acela al mutatiilor genei RET Aceasta gena codifica un receptor transmembranar pentru factorul de crestere neuronal derivat din celulele gliale (GDNF) Diferite mutatii cu pierderea functiei proteinei RET au ca rezultat producerea bolii Hirschsprung (OMIM 142623), caracterizata prin absenta neuronilor postganglionari enterici care conduce la megacolon congenital si constipatie cronica Alte mutatii specifice au însa ca efect câstig de functie, determinând o reactivitate exagerata a receptorului fata de ligand sau chiar activarea sa în absenta GDNF Aceste mutatii au ca rezultat boli genetice diferite precum carcinoamele tiroidiene medulare familiale sau neoplaziile endocrine multiple tip 2 Exista în sfârsit unele mutatii cu sens gresit care pot determina aparitia simultana a acestor boli, ceea ce sugereaza ca aceeasi mutatie poate avea efecte diferite în tesuturi diferite Multe boli monogenice asociaza o variabilitate clinica considerabila, chiar în interiorul aceleiasi familii în care membrii afectati sunt purtatori ai aceleiasi mutatii Acest fapt sugereaza interventia altor gene nealele, care modifica fenotipul clinic (gene modificatoare), sau a unor factori din mediul înconjurator Un exemplu de gena modificatoare este cel al genei PLA2G2A care codifica fosfolipaza A2 Diferite variante alelice ale acestei gene modifica numarul polipilor adenomatosi dezvoltati la indivizii cu polipoza adenomatoasa familiala (FAP - OMIM 175100) O alta gena modificatoare, localizata pe cromosomul 19q13 2-13 4, poate influenta severitatea manifestarilor clinice în fibroza chistica (OMIM 219700) 1 MUTATII CU PIERDEREA FUNCTIEI Pierderea functiei proteinei codificate de o gena mutanta reprezinta cea mai frecventa modalitate prin care o modificare genetica produce o boala Exista numeroase tipuri de mutatii care pot reduce sau aboli functia unui produs genic (vezi capitolul 6 B 1) Acestea pot fi: deletii sau insertii - ce produc schimbarea cadrului de lectura ("frameshift"), mutatii nonsens - care determina sinteza unei proteine trunchiate, mutatii cu sens gresit ("missens") - ce substituie un aminoacid esential pentru activitatea proteinei, mutatii la nivelul regiunilor reglatoare ale gene ; Uneori se pot produce chiar modificari epigenetice, cum ar fi de exemplu atenuarea activitatii genice prin hipermetilarea (si deci inactivarea) regiunii promotor Mutatiile cu pierderea functiei tind sa se asocieze, în general, cu o transmitere recesiva, deoarece la indivizii heterozigoti (Na) alela normala este capabila sa asigure singura o cantitate suficienta de proteina functionala si, de cele mai multe ori, organismul functioneaza normal doar cu 50% din nivelul de activitate genica Exista însa unele mutatii genice, relativ putine la numar, pentru care o reducere cu 50% a nivelului de activitate determina aparitia unui fenotip anormal Asemenea situatii, desemnate prin termenul de haploinsuficienta, sunt întâlnite în special atunci când proteina codificata este necesara în cantitati mari (celulele functioneaza în mod normal la nivelul maxim de transcriptie) Un exemplu este cel al genei pentru elastina ale carei mutatii sunt implicate în producerea stenozei aortice supravalvulare (OMIM 185500) La indivizii heterozigoti pentru asemenea mutatii, majoritatea tesuturilor bogate în elastina (tegumente, plamâni, vase sanguine) functioneaza normal, dar aorta supravalvulara va suferi un proces de stenozare progresiva care poate necesita corectia chirurgicala Mutatiile asociate cu un fenomen de haploinsuficienta tind sa se transmita dominant si asociaza un grad crescut de expresivitate variabila In cazul proteinelor care functioneaza ca dimeri (homo- sau heterodimeri) sau în cadrul unor compleze multimerice, mutatiile cu pierderea functiei pot avea drept consecinta nu numai alterarea activitatii polipeptidului respectiv dar si a celui produs de alela normala sau chiar de gene nealelice Printre exemplele cele mai cunoscute în aceasta categorie sunt mutatiile genelor pentru colagen care vor fi discutate în subcapitolul urmator Colagenul fibrilar, componenta majora a tesutului conjunctiv, este organizat sub forma unor lanturi polipeptidice triplu helicoidale, fie homotrimerice, fie heterotrimerice Un polipeptid anormal care va forma un triplu helix cu doua polipetide normale va conduce la alterarea activitatii întregului complex; ca urmare, astfel de mutatii pot reduce semnificativ sub 50% cantitatea de colagen functional In aceste cazuri se considera ca mutatiile au efecte dominant negative: se pastreaza capacitatea de sinteza a unei proteine functionale dar cu activitate anormala Mutatiile dominant negative vor avea în general consecinte fenotipice mai severe decât alte mutatii ale acelorasi gene care abolesc complet activitatea ei (mutatii nule) si se transmit dupa un model dominant simplu (figura 11 1) Efectele fenotipice ale mutatiilor cu pierderea functiei depind în mare masura de gradul de pierdere a functiei si deci de nivelul activitatii reziduale a produsului genic De exemplu, multe substitutii aminoacidice pot avea un efect foarte redus asupra functiei proteice, desi altele pot aboli complet functia normala Mutatiile cu pierderea functiei pot sa intereseze una sau ambele alele In a doua situatie, indivizii sunt afectati dar mutatiile celor doua alele pot fi adeseori diferite - realizând statusul de heterozigoti compusi Daca ambele mutatii determina pierderea functiei, dar în proportii diferite, alela care are efectul cel mai putin sever va dicta nivelul de activitate reziduala si implicit severitatea manifestarilor clinice Se poate realiza astfel o recesivitate graduala în care severitatea fenotipului clinic depinde de nivelul activitatii reziduale Un exemplu este cel al mutatiilor care afecteaza gena pentru hipoxantin-guanin-fosforibozil transferaza (HPRT) de pe cromosomul X Nivelul de activitatea reziduala este bine corelat cu fenotipul clinic al barbatilor purtatori ai mutatiei Astfel, mutatiile care permit o mentinere a nivelului activitatii enzimatice de peste 60% nu determina nici o simtomatologie clinica, mutatiile ce reduc nivelul activitatii enzimatice la 1,6-8% determina guta, o reducere la 1,4-1,6% asociaza coreoatetoza si automutilare, în timp ce mutatiile ce reduc activitatea enzimatica sub 1,4% determina manifestari clinice de sindrom Lesch-Nyhan clasic (OMIM 308000): coreoatetoza, automutilare si retard mintal 2 MUTATII CU CÂSTIG DE FUNCTIE Mutatiile pot altera fenotipul clinic nu numai prin reducerea sau pierderea functiei, dar si prin accentuarea functiei unor proteine Acest efect se poate produce fie prin cresterea nivelului de sinteza a proteinei, fie prin intensificarea functiei proteinei normale * Mutatiile care cresc nivelul de expresie al unei gene si, ca urmare, cantitatea de proteina functionala sintetizata, sunt relativ rare Modul lor de transmitere este dominant Cea mai frecventa situatie este aceea a duplicatiei unor gene, precum gena DAX de pe cromosomul X (care determina inversiune sexuala prin efect de dozaj la indivizi 46,XY - OMIM 300018) sau duplicatia genei pentru mielina periferica - PMP22 - implicata în producerea sindromului Charcot-Marie-Tooth tip 1A (degenerescenta nervoasa periferica - OMIM 118220) Asemenea mutatii care conduc la cresterea nivelului unei proteine normale pot fi considerate si baza moleculara a multora dintre trasaturile fenotipice în cadrul trisomiilor cromosomice In plus, acest mecanism este frecvent implicat la nivel somatic, în cadrul fenomenelor de amplificare genica întâlnite în celulele tumorale * Mutatiile care amplifica functia normala a unei proteine sunt relativ frecvente printre bolile monogenice cu transmitere dominanta Astfel, hemoglobina Kempsey (substitutia Asp99Asn la nivelul lantului beta - OMIM 141900 0146) se caracterizeaza printr-o accentuare a afinitatii pentru oxigen si, ca urmare, o reducere a nivelului de eliberare a acestuia la nivelul tesuturilor periferice Un alt exemplu este cel al acondroplaziei (OMIM 100800), boala caracterizata prin hipostatura disproportionata, în care substitutia unui singur aminoacid în structura FGFR3 (receptorul tip 3 pentru factorul de crestere a fibroblastilor) determina o activare permanenta a acestui receptor, chiar în absenta ligandului Recunoasterea bolilor genetice produse prin mutatii cu câstig de functie este foarte importanta deoarece tratamentul acestora difera în mod esential de cel al bolilor produse prin mutatii cu pierderea functiei In plus, mutatiile cu câstig de functie permit adeseori întelegerea la nivel fundamental a mecanismelor de reglare a expresiei genice sau a bazelor moleculare ale functiei proteinei 3 MUTATII CU DOBÂNDIREA UNEI FUNCTII NOI Intr-un numar mic de boli, modificarea unui singur aminoacid din structura unei proteine poate determina dobândirea unei calitati noi, fara ca functia proteinei sa sa fie în mod obligatoriu modificata Un exemplu ilustrativ îl reprezinta alela Pittsburg a alfa1-antitripsinei (substitutia Met358Arg - OMIM 107400 0026) În mod normal alfa1-antitripsina inhiba elastaza; în schimb, alela mutanta Pittsburg nu mai este activa asupra elastazei dar are capacitatea de a actiona asupra trombinei, producând o tulburare letala de coagulare Un alt exemplu de mutatie cu dobândirea unei functii noi îl reprezinta, în oarecare masura, sicklemia (OMIM 603903) Hemoglobina S îsi pastreaza afinitatea normala fata de oxigen, dar în conditiile scaderii presiunii partiale a oxigenului, precipita determinând deformareaîn secera a eritrocitelor (vezi capitolul 4 B 3) Cel mai frecvent mecanism care conduce la aparitia unor functii noi este întâlnit la nivel somatic, prin remanieri cromosomice care unesc portiuni functionale ale unor gene diferite Asemenea reasocieri ale exonilor au avut probabil o importanta deosebita în cursul evolutiei, permitând aparitia unor functii noi Cea mai frecventa consecinta a unor asemenea rearanjamente somatice este însa dezvoltarea unor neoplazii 4 MUTATII ASOCIATE CU EXPRESIA HETEROCRONICA SAU ECTOPICA Expresia multor gene este astfel controlata încât sa aiba loc într-un moment bine determinat al dezvoltarii ontogenetice si în anumite tesuturi Unele mutatii, localizate la nivelul regiunilor reglatoare ale genelor, determina expresia anormala din punct de vedere temporal sau spatial a unor gene Exista însa relativ putine boli monogenice produse prin asemenea mutatii Un exemplu sugestiv îl reprezinta persistenta ereditara a hemoglobinei fetale (OMIM 141749), în care mutatii în regiunile reglatoare ale genelor pentru hemoglobina determina expresia la adult a hemoglobinei gamma, sintetizata în mod normal numai în viata fetala si în perioada neonatala Asemenea mutatii apar însa mult mai frecvent în cadrul cancerelor Asa cum va fi prezentat în capitolul 17, protooncogenele sunt gene care promoveaza proliferarea celulara normala în cursul perioadei de dezvoltare embrionara Expresia acestor gene în celulele somatice adulte are drept consecinta proliferarea celulara necontrolata, care va conduce la dezvoltarea neoplaziilor B BOLI MOLECULARE Asa cum s-a precizat la începutul acestui capitol, bolile monogenice pentru care sunt descifrate mecanismele moleculare si biochimice sunt denumite si boli moleculare Clasificarile bolilor moleculare sunt dificile având în vedere complexitatea mecanismelor patogenice care stau la baza lor De aceea, o clasificare simpla, dar utila, împarte bolile moleculare în functie de clasa din care face parte proteina mutanta Proteinele pot fi clasificate în primul rând dupa modul lor de expresie în: * proteine "de întretinere sau menajere" (housekeeping) prezente la nivelul tuturor tesuturilor, cu rol fundamental în mentinerea structurii si functiilor celulare; la om circa 10 000 - 15 000 de gene codifica asemenea proteine housekeeping, care vor reprezenta circa 90% din cantitatea proteinelor oricarei celule; * proteine specializate prezente numai în anumite tesuturi, având rol în determinarea caracteristicilor fiecarui tesut diferentiat; proteinele specializate reprezinta circa 10% din proteinele celulare Aceasta clasificare nu este absoluta deoarece unele proteine housekeeping pot fi exprimate la nivele mai mari în anumite tesuturi In general, datorita rolului lor major în activitatea tuturor celulelor si tesuturilor, mutatiile genelor housekeeping sunt incompatibile cu supravietuirea si vor fi rareori întâlnite drept cauza a unor boli genetice In unele cazuri însa mutatiile unor asemenea gene pot determina boli care se manifesta clinic la nivelul acelor tesuturi în care proteina respectiva este exprimata la un nivel maxim Mutatiile genelor care codifica proteine specializate tind sa afecteze în mod particular tesutul în care acea proteina este exprimata Uneori însa pot fi afectate secundar si alte tesuturi sau organe sau, în mod paradoxal, pot sa fie evidente clinic numai simptome la nivelul unor organe în care proteina mutanta nu este exprimata Proteinele pot fi clasificate de asemenea, în functie de activitatea lor, în câteva clase majore: enzime, proteine implicate în transport, proteine structurale, proteine implicate în controlul homeostaziei, proteine implicate în comunicarea intracelulara si proteine implicate în controlul dezvoltarii si diferentierii Delimitarea acestor clase de proteine nu este întotdeuna facila întrucât multe proteine pot fi implicate adeseori în mai multe activitati prin intermediul domeniilor lor functionale diferite Consideram însa utila o prezentare schematica a unor date generale privind bolile moleculare produse prin mutatii ale unor asemenea clase de proteine, exemplificate prin intermediul unor afectiuni cu impact clinic deosebit, prin frecventa sau severitatea manifestarilor clinice 1 BOLI ENZIMATICE (ERORI ÎNNASCUTE DE METABOLISM) Toate procesele metabolice celulare sunt catalizate de catre enzime Mutatiile care modifica eficienta acestor proteine vor perturba adeseori metabolismul celular pâna la un nivel care determina aparitia bolii Primele boli enzimatice (alcaptonuria, albinismul, cistinuria si pentozuria) au fost descrise (1902-1908) de catre Archibald Garrod, care a demonstrat ca aceste enzimopatii sunt transmise ereditar în concordanta cu legile lui Mendel; astfel, Garrod a introdus mendelismul în medicina si a formulat conceptul de "erori înascute de metabolism" De atunci au fost descrise peste 350 de boli enzimatice Cele mai multe dintre ele sunt rare, dar luate împreuna ele detin o pondere importanta în morbiditatea si mortalitatea atribuite bolilor genetice (dupa estimarile mai vechi, bolile metabolice ar reprezenta 10% din bolile monogenice la copii si ar avea o frecventa cumulata de 1/2500 nou-nascuti; foarte probabil acestea sunt subestimari ale fenomenului real, datorita dificultatilor de diagnostic) Majoritatea bolilor enzimatice sunt determinate de mutatii cu pierderea functiei si, ca urmare, sunt transmise recesiv, autosomal sau legat de X Numai indivizii care sunt purtatori a doua alele mutante (homozigoti sau heterozigoti compusi) vor fi afectati La heterozigoti (Na), desi alela mutanta produce o proteina cu activitate enzimatica redusa sau chiar absenta, fenotipul lor nu este alterat deoarece ei vor avea, datorita alelei normale, cel putin 50% din activitatea enzimatica pastrata De fapt multe enzime pot sa mentina - în conditii obisnuite - un nivel normal al reactiei catalizate chiar si la concentratii de aproximativ 10% din cele normale (de exemplu hexozaminidaza A) Deficienta enzimatica produce un "bloc metabolic" (figura 11 2) care poate avea urmatoarele consecinte: * acumularea (stocarea) substratului (precursorilor); atunci când substratul care se acumuleaza este o molecula mica, usor difuzabila, precum fenilalanina, ea poate sa fie redistribuita usor în întregul organism si, ca urmare, manifestarile clinice pot fi adeseori sistemice; dimpotriva, atunci când substratul este o macromolecula, acesta va ramâne la nivelul tesutului respectiv si va determina în special manifestari clinice localizate; * devierea caii metabolice si sinteza unor produsi toxici; * deficitul unui produs de reactie (final sau intermediar) sau o combinatie "deficit si acumulare"; * lipsa controlului feed-back datorita absentei produsului final Deficite unor enzime diferite care intervin însa în aceeasi cale metabolica pot produce manifestari clinice asemanatoare (de exemplu, mucopolizaharidozele) Pe de alta parte, deficitul partial sau deficitul complet al aceleiasi enzime poate determina boli diferite (vezi exemplul HPRT amintit anterior) Toate caile metabolice pot fi afectate prin deficiente enzimatice Cititorul interesat va gasi informatii exhaustive în tratatul "The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease" (Scriver CR et al , ed 8, 2001), în care bolile metabolice sunt grupate pe metabolisme; tabelul 11 1 sintetizeaza principalele categorii de boli metabolice, exemplificate cu cele mai frecvente si cunoscute afectiuni Informatii suplimentare pretioase se gasesc si în capitolul "Boli genetice de metabolism" (Paula Grigorescu-Sido) din Tratatul de Pediatrie (ed E Ciofu, Carmen Ciofu, 2001) sau se pot obtine prin accesarea OMIM În ceea ce urmeaza vom prezenta sintetic doar câteva dintre cele mai frecvente enzimopatii Tabelul 11 1 Exemple de boli genetice produse prin deficite enzimatice Enzima Gena Localizare cromosomica Boala OMIM Boli ale metabolismului carbohidratilor Galactozo-1-fosfat uridil transferaza GALT 9p13 Galactozemia clasica 230400 Fructozo 1,6-bifosfat aldolaza ALDOB 9q13-q32 Intoleranta ereditara la fructoza 229600 Fructokinaza KHK 2p23 Fructozuria 229800 Lactaza LCT 2q21 Hipolactazia adultului 223100 Glucokinaza GCK 7p13 Diabetul MODY (maturity onset diabet of youth) 606321 Glucoza-6-fosfataza G6PC 17q21 Glicogenoza tip Ia (von Gierke) 232200 Alfa-glicozidaza acida GAA 17q25 2 Glicogenoza tip II (Pompe) 232300 Amilo-1,6-glucozidaza AGL 1p21 Glicogenoza tip IIIa (Cori) 232400 Enzima de ramificare a glicogenului GBE1 3p12 Glicogenoza tip IV (Anderson) 232500 Fosforilaza musculara PYGM 11q13 Glicogenoza tip V (McArdle) 232600 Boli ale metabolismului aminoacizilor Fenilalanin hidroxilaza PAH 12q24 1 Fenilcetonuria 261600 Fumarilacetoacetat hidrolaza FAH 15q23-q25 Tirozinemia tip 1 276700 Cistation beta-sintetaza CBS 21q22 3 Homocistinuria 236200 Tirozinaza TYR 11q14-q21 Albinismul oculocutanat 203100 Argininosuccinat sintetaza ASS 9q34 Citrulinemia clasica 215700 Boli ale metabolismului lipidic Acil CoA dehidrogenaza lanturi medii ACADM 1p31 MCAD 607008 Acil CoA dehidrogenaza lanturi lungi ACADL 2q34-q35 LCAD 201460 Acil CoA dehidrogenaza lanturi scurte ACADS 12q22qter SCAD 201470 Boli ale metabolismului purinic si pirimidinic Hipoxantin guanin fosforiboziltransferaza HPRT1 Xq26-q27 2 Sindromul Lesch-Nyhan 300322 Adenozin deaminaza ADA 20q13 11 Imunodeficienta combinata severa 102700 Boli ale metabolismului acizilor organici Homogentizic acid oxidaza HGD 3q21-q23 Alcaptonuria 203500 Metilmalonil-CoA mutaza MUT 6p21 Acidemia metilmalonica 251000 Propionil-CoA carboxilaza PCCA 13q32 Acidemia propionica 606054 Boli ale metabolismului porfirinelor si hemului Porfobilinogen deaminaza PBGD 11q23 3 Porfiria acuta intermitenta 176000 Uroporfirinogen decarboxilaza UROD 1p34 Porfiria cutanea tarda 176100 Protoporfirinogen oxidaza PPOX 1q22 Porfiria variegata 176200 UDP-glucuronozil transferaza UGT1A1 2q37 Sindromul Gilbert 143500 Boli ale enzimelor lizozomale Alfa-L-iduronidaza IDUA 4p16 3 Boala Hurler-Scheie 252800 Beta-hexozaminidaza izoenzima A HEXA 15q23-q24 Boala Tay-Sachs 272800 Beta-glucozidaza acida GBA 1q21 Boala Gaucher tip 1 230800 Sfingomielinaza acida ASM 11p15 4 Boala Niemann-Pick 257200 Alfa-galactozidaza A GLA Xq22 Boala Fabry 301500 Boli ale enzimelor peroxizomale Catalaza CAT 11p13 Acatalazemia 115500 Fitanoil CoA hidroxilaza PAHX 10p11 2 Boala Refsum 266500 Tulburari în productia de energie Piruvat carboxilaza PC 11q13 4 Sindromul Leigh 266150 Piruvat decarboxilaza PDH Xp22 1 Ataxia cu acidoza lactica tip I 208800 Boli ale enzimelor implicate în sinteza hormonilor 21-hidroxilaza CYP21A2 6p21 3 Hiperplazia adrenaliana congenitala 201910 Defecte ale enzimelor extracelulare Alfa-1 antitripsina PI 14q32 1 Deficitul de alfa-1 antitripsina 107400 1 1 GALACTOZEMIA Definitie Galactozemia (OMIM 230400) este o boala autosomal recesiva determinata de mutatii ale genei care codifica galactozo-1-fosfat uridil transferaza (GAL-1-P uridil transferaza) Incidenta Forma clasica de galactozemie este cea mai frecventa boala monogenica care intereseaza metabolismul carbohidratilor, afectând 1/48 000 nou-nascuti Manifestarile clinice apar la sugar, odata cu alimentatia lactata, si constau în incapacitatea de hranire, hepatomegalie cu insuficienta hepatica, tulburari neurologice, cataracta si întârzierea dezvoltarii neuromotorii Pe termen îndelungat afectiunea determina retard în crestere, retard mintal, ciroza hepatica macronodulara si insuficienta ovariana la femei Genetica Galactozemia se transmite autosomal recesiv Gena GALT este alcatuita din 11 exoni, dar peste 70% din mutatiile cauzatoare ale acestei boli la caucazieni sunt reprezentate de o singura mutatie punctiforma la nivelul exonului 6, care determina substitutia unei glutamine cu arginina (Q188R) Indivizii homozigoti pentru aceasta mutatie au o activitate enzimatica de circa 10%, ceea ce afecteaza capacitatea de conversie a galactozei în glucoza Galactozemia poate fi determinata, de asemenea, de mutatii ale genelor care codifica galactokinaza si uridin difosfat galactozo-4-epimeraza (UDP-galactozo-4-epimeraza) Deficienta galactokinazei asociaza dezvoltarea cataractei, dar nu determina retardul cresterii, retard mintal sau afectare hepatica Deficienta UDP-galactozo-4-epimerazei poate fi limitata numai la nivelul eritrocitelor si leucocitelor si în acest caz nu determina manifestari clinice, sau poate fi sistemica si determina manifestari clinice similare galactozemiei clasice Patogenie Deficitul enzimatic de galactozo-1-fosfat uridil transferaza duce la acumularea galactozo-1-fosfatului si galactiolului (figura 11 3) ; primul metabolit este toxic pentru ficat, creier si rinichi iar cel de al doilea se depune în cristalin Diagnosticul se bazeaza pe datele clinice si examenele de laborator care releva galactozurie, valori crescute ale galactozei serice si mai ales activitatea redusa a galactozo-1-fosfat uridil transferazei plasmatice In prezent este larg utilizat screening-ul neonatal pentru aceasta afectiune, realizat prin masurarea activitatii plasmatice a galactozo-1-fosfat uridil transferazei într-o picatura uscata de sânge Identificarea precoce permite instituirea precoce a tratamentului dietetic care consta în mare în eliminarea aportului de galactoza Este posibil si diagnosticul prenatal Tratamentul dietetic prin reducerea aportului alimentar de galactoza permite prevenirea substantiala a morbiditatii asociate efectelor acute induse de metabolitii galactozei Cu toate acestea, tratamentul dietetic nu influenteaza instalarea disfunctiei cerebrale si a insuficientei ovariene Prognosticul este rezervat si variabil la diferiti pacienti 1 2 FENILCETONURIA Definitie Fenilcetonuria (OMIM 261600) este o boala autosomal recesiva a metabolismului fenilalaninei determinata de mutatii ale genei PAH (localizata pe cromosomul 12q24 1) care codifica fenilalanin hidroxilaza, enzima ce transforma fenilalanina în tirozina Incidenta fenilcetonuriei este de circa 1/15 000 nou-nascuti în populatia caucaziana Manifestarile clinice se instaleaza, de obicei, dupa primul trimestru de viata; nou-nascutul este indemn din punct de vedere clinic, cu exceptia pigmentatiei cutanate reduse asociata cu par blond si ochi albastri (toate aceste semne fiind determinate de deficitul de tirozina, un precursor al melaninei) Boala se manifesta prin tulburari neurologice, retard somatic si retard mintal; la aceste fenomene se mai pot adauga mirosul particular al urinii ("de soarece" sau "de hambar") si o dermatita cronica descuamativa Genetica Gena pentru PAH a fost izolata în 1986, iar studiile ulterioare au evidentiat mare heterogenitate alelica la indivizii bolnavi Astfel, au fost descrise peste 400 de mutatii, dar majoritatea lor sunt foarte rare Sase dintre aceste mutatii sunt însa responsabile pentru circa doua treimi din cazurile de fenilcetonurie în populatia europeana Datorita multitudinii acestor mutatii, cei mai multi dintre bolnavi sunt heterozigoti compusi si aceasta determina o diversitate larga a nivelelor reziduale ale activitatii enzimatice Patogenie Deficitul PAH determina incapacitatea de transformare a fenilalaninei în tirozina si acumularea în organism a fenilalaninei si ai unor metaboliti ai acesteia (acidul fenilpiruvic, fenillactic etc (figura 11 4) care determina leziuni ale sistemului nervos central în primii ani de copilarie Excluderea fenilalaninei din alimentatie previne aparitia acestor manifestari Aproximativ o treime din pacientii cu hiperfenilalaninemie nu prezinta mutatii la nivelul PAH, ci ale unor enzime implicate în metabolismul tetrahidrobiopterinei (BH4), un cofactor al PAH Aceste enzime sunt: pterin-4-alfa-carbinolamin dehidraza (PCD), dihidropteridin reductaza (DHPR), guanozin trifosfat ciclohidraza (GTP-CH) si 6-piruvoiltetrahidropterin sintetaza (6-PTS) - vezi figura 11 4 In cazul acestor pacienti, restrictia aportului alimentar de fenilalanina nu este eficienta în evitarea problemelor neurologice, deoarece BH4 este cofactor pentru alte doua enzime: tirozin-hidroxilaza si triptofan-hidroxilaza care intervin în sinteza unor neurotransmitatori monoaminci precum DOPA, norepinefrina, epinefrina si serotonina Ca urmare, la acesti pacienti este necesara suplimentarea cu L-DOPA si 5-hidroxitriptofan Diagnosticul de certitudine se stabileste pe baza urmatoarelor criterii: fenilalanina plasmatica mai mare de 20 mg/dl; eliminare urinara crescuta de acid fenil-piruvic si orto-hidroxi-fenil acetic; tirozina plasmatica normala; valoare normala a tetrahidrobiopterinei Este important ca diagnosticul sa se precizeze la nou-nascut, înaintea aparitiei semnelor clinice, deoarece dieta restrictiva în fenilalanina previne instalarea acestora si asigura o dezvoltare somatica si neuro-psihica normala În acest scop, în majoritatea tarilor se efectueaza screening-ul bolii, în maternitati, dupa primele 3 zile de viata (interval în care copilul a primit fenilalanina, prin alimentatia lactata), folosind testul Güthrie (bazat pe inhibitia cresterii coloniilor de bacil subtilis de catre fenilalanina din sânge); testul pozitiv impune evaluarea completa a pacientului, pentru precizarea diagnosticului Diagnosticul diferential trebuie sa excluda alte cauze de hiperfenilalaninemie la nou-nascut sau - în cazul nedorit al unui diagnostic stabilit tardiv - alte cauze de encefalopatie cu spasticitate sau sindrom convulsiv si retard mental Tratamentul este dietetic, având ca obiectiv reducerea aportului de fenilalanina la minimum necesar pentru asigurarea dezvoltarii organismului, în asa fel, încât fenilalanina plasmatica sa se mentina la valori între 2-10 mg/dl (preferabil 20) în ser si în LCR; hiperlactatemie ? 3mm/l sau ? 1,5mm/l în LCR ; acidoza metabolica (bicarbonati plasmatici crescuti) Polarografia permite stabilirea consumului de oxigen Hiperglicemia indica prezenta unui diabet asociat Neuroimagistica (TC,RMN) Calcificari în ganglionii bazali, atrofie difuza si/sau focala a cortexului si cerebelului Analiza ADNn si ADNmt Mutatii, deletii, duplicatii în celulele sanguine sau din fibrele muschilor scheletici Pot fi evidentiate mutatii în genomul nuclear sau în cel mitocondrial 2 TRATAMENTUL BOLILOR MITOCONDRIALE Tratamentele conventionale conduc uneori la ameliorarea temporara a simptomatologiei clinice a bolilor mitocondriale si la restaurarea, cel putin partiala, a parametrilor biochimici alterati Aceste tratamente comporta administrarea agentilor antioxidanti (ascorbat, alfa-tocoferol, menadiona, glutation, acid lipoic, seleniu), a unor cofactori ai enzimelor lantului respirator (riboflavina), a vitaminelor complexului B (tiamina, niacina, B6, B12, biotina, acid pantotenic), a L-carnitinei (o substanta alimentara necesara transportului acizilor grasi prin membranele mitocondriale) si a coenzimei Q10, aceasta din urma participând la generarea de energie si actionând ca antioxidant cu rol de protectie a celulelor împotriva injuriei produse de speciile reactive de oxigen Trebuie specificat ca tratamentele conventionale nu reusesc sa stabilizeze boala si, cu atât mai putin, sa o vindece La unii pacienti severitatea simptomelor poate sa decline iar progresia bolii poate fi întârziata Se impune însa ca tratamentul sa fie condus de un specialist în boli metabolice deoarece administrarea fara prescriptie a medicatiei se poate solda cu întârzierea sau esecul stabilirii unui diagnostic corect Elaborarea unor strategii alternative reprezinta o cerinta obligatorie; aceste strategii nu pot fi altele decât cele ale terapiei genice Pâna în prezent au fost imaginate trei abordari diferite care vizeaza suplinirea sau corectarea prin metodele geneticii moleculare a defectelor structurale ale ADNmt: * înlocuirea genelor mitocondriale mutante cu gene normale inserate în genomul nuclear Procedura presupune convertirea prin mutageneza dirijata a codonilor eretici în cuvinte ale codului universal Gena este apoi amplasata într-un vector si transfectata prin intermediul acestuia în genomul nuclear Produsul proteic sintetizat în citoplasa este cuplat cu o secventa de sortare care îl introduce în mitocondrii unde va functiona compensând deficitul creat de mutatia patologica; * introducerea în mitocondrii a unei proteine cuplate cu secventa de ADNmt care codifica lanturi polipeptidice sau molecule de ARNt si ARNr Importul în mitocondrii este asigurat prin atasarea semnalului de sortare Prin aceasta tehnica s-a reusit transferul în mitocondrii al unor segmente de ADN cu lungimi cuprinse între 0,3 si 3 Kb; * eliminarea moleculelor ADNmt mutante prin blocarea specifica a replicarii: se utilizeaza oligonucleotide antisens care, fixându-se pe secventa alterata, fac imposibila replicarea moleculei în care se afla mutatia, fara a afecta replicarea moleculelor normale În laboratoarele de cercetare aceste strategii si-au dovedit eficienta Introducerea lor în practica este însa conditionata de rezolvarea multiplelor probleme de ordin tehnic cu care se confrunta, în general, terapia genica C MUTATIILE ADNmt SI SENESCENTA Capacitatea generarii ATP prin procesele fosforilarii oxidative declina în paralel cu înaintarea în vârsta Deficitul de ATP este evident în toate tesuturile senescente alcatuite din celule diferentiate terminal (postmitotice) Declinul productiei de ATP se coreleaza atât cu instalarea si progresiunea semnelor senescentei, cât si cu acumularea de alterari mutationale ale ADNmt În celulele sistemului nervos central ale indivizilor vârstnici a fost decelata o deletie de 5 Kb Cea mai înalta proportie de molecule ADNmt deletate se înregistreaaza în substanta neagra, nucleul caudat si putamen La vârsta de 85 de ani aceasta mutatie este detectata în peste 10% din neuronii nucleilor bazali; ea afecteaza si alte zone ale encefalului, dar lipseste din neuronii cerebelului În fibrele muschilor scheletici, pe lânga deletia de 5 Kb, la persoanele vârstnice se deceleaza si o deletie de 3 Kb Dupa vârsta de 35 de ani, în fibrele miocardice încep sa se acumuleze mutatii reprezentate cu precadere de deletia unui segment cu o lungime de 3,6 Kb Incriminate în producerea mutatiilor ADNmt sunt speciile reactive de oxigen Nivelul crescut al 8-hidroxiguanozinei în ADNmt este consecinta stresului oxidativ la care este expus permanent genomul mitocondriilor Proportia de 100-300 ori mai înalta a moleculelor cu deletii în ganglionii bazali ai batrânilor se explica prin faptul ca aceste formatiuni sunt foarte bogate în fibre dopaminergice; dezaminarea oxidativa a dopaminei de catre monoaminooxidaza produce o mare cantitate de radicali liberi În boala coronariana, alternanta ischemie-reperfuzie stimuleaza producerea speciilor reactive de oxigen Prin intermediul mutatiilor pe care le determina, radicalii liberi se constituie în cauza majora a deteriorarii progresive a mecanismelor mitocondriale implicate în metabolismul energetic Acumularea în exces a mutatiilor mitocondriale si dezechilibrul subsecvent între necesarul de energie al celulelor si posibilitatea asigurarii acestuia se afla la originea bolilor degenerative ale vârstei a treia D MUTATIILE ADNmt ÎN BOLILE DEGENERATIVE În neuronii dopaminergici din regiunea nigrostriat si din muschii scheletici ai pacientilor cu boala Parkinson au fost identificate deficiente ale complexului I si leziuni oxidative, prezente si în cibrizii realizati din celulele patologice Cibrizii sunt celule himerice, formate prin fuzionare Nucleii acestor celule provin de la indivizi aparent sanatosi, iar citoplasma - de la bolnavi cu afectiuni mitocondriale Raportul ADNmt mutant/ADNmt normal este, în medie, de 10 ori mai înalt la bolnavi comparativ cu martorii sanatosi Raspunzatoare de perturbarea metabolismului energetic este considerata a fi deletia de 5 Kb a ADNmt, evidentiabila mai ales în neuronii nucleilor bazali Scleroza laterala amiotrofica este consecinta degenerarii motoneuronilor somatici din trunchiul cerebral si maduva spinarii Aproximativ 10% dintre bolnavi sunt purtatori ai unor mutatii autosomal dominante cu penetranta înalta, exprimate dupa vârsta de 60 de ani Mutatiile intereseaza gena nucleara codificatoare a uneia dintre formele superoxid dismutazei În lipsa SOD, anionul superoxid ramâne activ perioade mai lungi de timp si îsi exercita efectul toxic asupra ADNmt, provocându-i leziuni ce se vor traduce prin deficit energetic În boala Alzheimer mutatiile ADNmt sunt detectabile în neuronii cortexului cerebral în care se înregistreaza si reduceri importante ale activitatii piruvat dehidrogenazei si a complexului I Aceste observatii certifica participarea la patogenia bolii a perturbarii mecanismelor mitocondriale ale generarii de energie Un alt tesut ale carui functii sunt frecvent alterate ca urmare a acumularii defectelor mitocondriale este miocardul În fibrele musculare cardiace ale bolnavilor cu cardiomiopatie dilatativa analizele moleculare releva prezenta moleculelor ADNmt cu deletii de dimensiuni variate Majoritatea cazurilor de cardiomiopatie dilatativa sunt familiale S-a sugerat ca de producerea deletiilor multiple ale ADNmt se face raspunzatoare mutatia unei gene nucleare cu rol în mentinerea integritatii genomului mitocondrial Diabetul zaharat insulino-independent (DZII) se dezvolta la vârste avansate si manifesta trasaturile unei boli degenerative La unii dintre bolnavii cu DZII au fost detectate mutatii ale ADNmt în celulele insulelor Langerhans si în fibrele musculare scheletice S-a demonstrat ca agentii diabetogeni - interleukina ?, interferonul ? , factorul de necroza tumorala tip alfa, aloxanul, streptozotocina - actioneaza asupra mitocondriilor din celulele ? insulare, stimulând producerea speciilor reactive de oxigen sau determinând alchilarea ADN Rupturile induse prin aceste mecanisme în moleculele ADNmt antreneaza moartea celulelor beta, urmata de instalarea insuficientei de insulina La bolnavii cu sindrom Kearns-Sayre si la cei cu oftalmoplegie externa cronica progresiva incidenta diabetului zaharat este de câteva ori mai înalta decât în populatia generala, iar sindromul MELAS se asociaza uneori cu DZII Rezulta, asadar, ca celulele ? insulare, mari consumatoare de energie, se situeaza printre elementele cele mai afectate de prezenta mutatiilor constitutive sau dobândite ale ADNmt E MUTATIILE MITOCONDRIALE SI TUMORIGENEZA Exista un consens în a se considera ca ADNmt este implicat în tumorigeneza datorita atât vulnerabilitatii sale la stresul oxidativ, cât si mutabilitatii înalte pe care o manifesta Speciilor reactive de oxigen li se atribuie roluri în initierea si în promovarea cancerului, precum si în reducerea productiei de ATP mitocondrial Aberatii mitocondriale au fost notate în majoritatea tumorilor maligne (cancere de vezica urinara, sân, colon, rinichi, ficat, plamân, stomac, ale capului si gâtului, limfoame si leucemii) Mutatiile ADNmt detectate în cancere sunt similare celor raspunzatoare de producerea bolilor mitocondriale, Recent s-a raportat prezenta a 12 mutatii somatice homoplasmice în sapte din zece linii celulare stabilite din tumori colorectale De altfel, în cele mai multe cancere mutatiile sunt homoplasmice, ceea ce sugereaza ca fixarea anumitor alterari ale ADNmt poate dota celulele maligne cu avantaj selectiv Cresterea cantitatii de transcripte ale ADNmt, precum si cresterea expresiei subunitatilor codificate de ADNmt din alcatuirea complexelor LR sunt interpretate ca reflectând raspunsul mitocondrilor la cerintele înalte de energie ale celulelor canceroase Este cunoscut ca celulele maligne au, de regula, o capacitate considerabil mai mare decât cea a corespondentelor lor normale de a realiza glicoliza aeroba, fapt ce justifica asertiunea ca o importanta cruciala în procesul tumorigenezei ar avea-o existenta unei forme de interactiune mitocondrie-celula, înca neprecizata Multi medici considera ca domeniul geneticii clinice este rezervat specialistilor care se ocupa de boli rare, monogenice sau cromosomice Acest concept este însa profund gresit si tinde sa se schimbe rapid deoarece, spre exemplu, în anul 2000, în noua din primele 10 cauze de mortalitate, printre care bolile cardiace si cancerul, au fost identificate componente genetice importante Toate aceste afectiuni sunt considerate astazi ca fiind boli multifactoriale Bolile multifactoriale sunt determinate de interactiunea complexa dintre factorii genetici si diferiti factori din mediu care declanseaza, accelereaza sau exacerbeaza procesul patologic Aceste afectiuni sunt comune (frecvente) la copil si adult, interesând mai mult de 5% din populatie, si determina o proportie importanta din morbidiatatea si mortalitatea generala Contributia factorilor genetici în producerea acestor boli a fost demonstrata de agregarea familiala, studiile efectuate pe gemeni, studiile de adoptie sau asocierea cu anumiti markeri genetici (vezi capitolul 5 E); mai mult, aceasta contributie a fost si cuantificata prin determinarea heritabilitatii, ce exprima proportia factorilor genetici în etiologia bolii (vezi tabelul 5 16) Si totusi, nu se este cunoscut înca numarul genelor implicate în producerea bolii, natura lor si mai ales modul în care un anumit genotip prin combinatie cu anumiti factori de risc din mediu determina boala Se considera ca factorii genetici determina o predispozitie genetica la boala care va duce la îmbolnavire numai daca asupra individului vulnerabil actioneaza anumiti factori nocivi din mediu S-au elaborat diferite modele teoretice explicative (de exemplu, modelul susceptibilitatii cu prag, descrise în sectiunea 5 E 4 2) precum si reguli privind calcularea riscului empiric de recurenta în familie (vezi capitolul 9 C 5) Numai aplicarea unor tehnici de analiza moleculara a polimorfismelor genice combinata cu noi strategii de epidemiologie genetica va permite, foarte probabil, identificarea genelor sau mai exact a variantelor alelice implicate în bolile multifactoriale, întelegerea etiopatogeniei lor, evaluarea corecta a riscului si mai ales stabilirea unor mijloace adecvate de preventie Reamintim ca o gena poate prezenta mai multe variante alelice care atunci când depasesc o frecventa populationala de 1% realizeaza un polimorfism genic Studiul polimorfismelor este important deoarece anumite alele se coreleaza cu un risc crescut pentru o anumita boala (vezi capitolul 6 D) Printre polimorfismele genetice aproximativ 90% sunt reprezentate de polimorfismele mononucleotidice - SNPs (de la single nucleotide polymorphism; se pronunta "snips") - cu o distributie de circa 1 per 1000 pb si localizate inclusiv în regiunile codante (exoni) si reglatoare; de aceea, se crede ca ele pot fi implicate în procesul de boala În felul acesta SNPs reprezinta o noua generatie de markeri genetici utila pentru identificarea locilor asociati cu boli comune ale adultului precum si cu raspunsul la medicamente Cert este ca acest domeniu va fi intens cercetat în viitor datorita frecventei si consecintelor medicale importante ale bolilor multifactoriale Bolie multifactoriale cuprind doua mari categorii de afectiuni: bolile comune ale adultului (boala coronariana, hipertensiunea arteriala, diabetul zaharat, astmul bronsic, ulcerul peptic, schizofrenia, obezitatea, cancerul s a) - cu o prevalenta de 1-5% - si malformatiile congenitale izolate la copil (defectele de tub neural, despicaturile labiale si/sau palatine, malformatiile congenitale de cord, stenoza pilorica, piciorul strâmb congenital, luxatia congenitala de sold s a) - cu o incidenta de 1-8‰ de nou nascuti Vom preciza ca unele dintre aceste entitati (cu etiologie heterogena) pot include si forme monogenice, cu transmitere mendeliana, mai mult sau mai putin rare Astfel circa 5% din cazurile de boala coronariana, sunt produse de hipercolesterolemia familiala (AD) iar circa 5% din cazurile de cancer de sân, apar la femei purtatoare ale unor mutatii germinale ale genelor BRCA1 sau BRCA2 (AD) Deci un set de bolnavi cu boli comune vor avea un determinism monogenic si riscuri de recurenta mult mai mari decât cele calculate empiric Acest lucru este foarte important de retinut pentru practica sfatului genetic A BOLILE COMUNE ALE ADULTULUI 1 BOALA CORONARIANA Boala coronariana reprezinta una din principalele cauze de morbiditate (3%) si mortalitate în tarile dezvoltate, fiind expresia leziunilor aterosclerotice de la nivelul arterelor coronare Aceste leziuni încep sa se produca foarte precoce în cursul vietii prin acumularea de lipoproteine în intima arterelor coronare si evolueaza formând o placa de aterom ce contine tesut fibros, fibre musculare netede si lipide; aceasta îngusteaza lumenul arterelor coronare, reducând fluxul sanguin; uneori placa de aterom se poate rupe producând obstructia vasului (infarct miocardic acut) Riscul de producere a bolii coronariene este crescut de catre o serie de factori de mediu: grasimile din alimentatie, fumatul, consumul de alcool si inactivitatea, precum si de o serie de boli ca hipertensiunea, diabetul zaharat, hiperlipidemiile Numeroase studii efectuate în ultimele 3-4 decenii au aratat însa ca factorii genetici au o contributie importanta în etiologia bolii Astfel agregarea familiala este crescuta iar concordanta bolii la gemenii MZ este semnificativ mai mare decât la gemenii DZ Rudele de gradul întâi ale bolnavilor au un risc de 5-7 ori mai mare de a face boala coronariana214 comparativ cu populatia generala Un element care pledeaza pentru ereditatea multifactoriala a bolii coronariene îl reprezinta faptul ca barbatii sunt mai frecvent afecatati si fac forme mai grave (decesele prin IMA sunt mai frecvente); rudele de gradul întâi ale unei femei bolnave (sexul mai rar afectat) au un risc mai mare de boala coronariana comparativ cu rudele barbatilor bolnavi Pornind de la aceste constatari s-au cercetat genele215 si produsii lor proteici care ar putea influenta dezvoltarea si progresia aterosclerozei coronariene În aceasta categorie se includ gene ce codifica proteine implicate în transpotul si metabolismul lipidelor216, sistemul renina-angiotensina, citokinele si moleculele de adeziune, sistemul de coagulare si fibrinoliza iar, mai recent, genele implicate în producerea oxidului nitric, în metabolismul homocisteinei si în inflamatie (tabelul 11 2) Desi rolul multor polimorfisme nu a fost înca unanim confirmat, genele implicate în metabolismul lipidelor, cum ar fi apolipoproteina E (APOE) sau unele variante ale genei pentru receptorul LDL au un rol cauzal atât asupra nivelului plasmatic al LDL-colesterolului cât si asupra fenotipului clinic al bolii coronariene De asemenea, varianta B2/B2 a genei pentru proteina de transfer a esterilor de colesterol (CETP) se asociaza cu un nivel crescut al HDL-C care protejeaza persoana de boala coronariana S-a mai stabilit ca indivizii cu alela D (genotip DD sau DI) a genei pentru enzima de conversie a angiotensinei (ACE) au o activitate ACE mai mare si un prognostic mai rau Au fost evidentiate si o serie de polimorfisme genetice care ar putea avea efect protectiv împotriva dezvoltarii bolii coronariene, precum alelele mai rare ale polimorfismelor T715P la nivelul selectinei P sau V34L la nivelul factorului XIII al coagularii (alela cu prolina în cazul selectinei P si alela cu leucina în cazul factorului XIII al coagularii asociaza o reducere a riscului de dezvoltare a infarctului miocardic acut) Tabelul 13 1 Principalele gene implicate în boala coronariana GENA LOCALIZARE CROMOSO MICA EFECTE LDLR (receptorul pentru LDL) 19p32 Gena codifica o proteina receptor care îndeparteaza LDL din sânge; s-au descris peste 350 de mutatii, responsabile de hipercolesterolemia familiala Circa o persoana la 500 are o mutatie a acestei gene care duce la functionarea deficitara a proteinei; LDL nu este îndepartat eficient din circulatie, concentratia sa plasmatica creste si se produce boala coronariana la o vârsta tânara APOA1 (apolipoproteina A1) 11q23 Gena codifica APOA1 - o proteina care este legata de colesterol în HDL Unele variante ale genei produc niveluri scazute de APOA1 Rezulta o scadere a nivelului plasmatic de HDL si secundar, boala coronariana precoce APOB (apolipoproteina B) 2p24 Gena codifica APOB - o proteina care este legata de colesterol în LDL Unele mutatii ale genei produc niveluri crescute de LDL-C si secundar, boala coronariana precoce APOE (apolipoprotein E) 19q13 2 Gena codifica o proteina care este implicata în îndepartarea LDL din sânge Unele variante (în special E4) duc la niveluri crescute de LDL, în special daca alimentatia este bogata în colesterol LPA apolipoproteina(a) 6q27 Gena codifica o proteina care se combina cu colesterolul si formeaza particule numite "Lp(a)" Anumite alele se asociaza cu niveluri crescute de Lp(a) si cresc riscul de producere a bolii coronariene CETP (proteina de transfer a esterilor de colesteril) 16q21 Gena codifica o proteina care ajuta la degradarea HDL Anumite variante ale genei se asociaza cu o degradare mai putin eficienta a HDL si nivelul plasmatic creste, nu este cert ca purtatorii acestor variante sunt protejati de boala coronariana ITGB3 (integrina beta 3) 17a21 Gena codifica o proteina localizata pe suprafata plachetelor care au un rol critic în coagulare Unele variante ale genei sunt prezente la jumatate din pacientii sub 60 de ani ce fac boala coronariana ELN (elastin) 7q11 2 Gena codifica elastina, o componenta a fibrelor elastice din structura arterelor Deficitul în elastina se asociaza cu îngrosarea peretilor arteriali si îngustarea lumenului, fenomene ce favorizeaza ateroscleroza Pierderea de elastina se produce o data cu înaintarea în vârsta dar nu se stie înca daca acest proces se coreleaza cu dezvoltarea bolii coronariene PTGIS (prostaglandinaI2 sintetaza) 20q13 11 Gena codifica o proteina, prostaciclina, care împiedica adeziunea unor componente chimice ale sângelui la peretii arteriali ACE (enzima de conversie a angiotensinei) 17q23 Gena codifica angiotensina, o proteina ce actioneaza asupra rinichilor, miocardului si peretilor arteriali Anumite variante ale genei au fost corelate cu un risc crescut de boala coronariana dar rezultatele investigatiilor nu sunt înca foarte clare O atentie particulara s-a acordat interactiunilor dintre factorii de mediu si gene în producerea bolii coronariene Astfel s-a evidentiat o interactiune semnificativa între fumat (care prin produsii de combustie altereaza endoteliul vascular, favorizând ateroscleroza si tromboza) si polimorfismul genelor APOE si lipoprotein lipazei (Humphries et al , 2001): persoanele cu alela E4 a genei217 pentru apolipoproteina E sau cu alela D9N a genei pentru lipoprotein lipaza sunt foarte vulnerabile la efectele adverse ale fumatului si au un risc foarte mare pentru boala coronariana Aceeasi corelatie a fost identificata între aceste alele si activitatea fizica (care scade concentratia plasmatica de lipoproteine) De asemenea s-a stabilit ca persoanele cu anumite genotipuri (E2/E3 pentru gena APOE sau B2/B2 pentru gena CETP) nu raspund la modificarile dietei (reducerea grasimilor) În sfârsit trebuie sa subliniem faptul ca unii factori genetici influenteaza si raspunsul individual la tratament Astfel raspunsul pacientilor la tratamentul cu statine este mai mare la indivizii ce au genotipuri APOE si CETP asociate cu un prognostic mai defavorabil (alela E4 APO si alela B1 CETP) Bolnavii coronarieni cu genotipul D/D al genei ACE beneficiaza mai mult de pe urma tratamentului cu beta-blocante decât indivizii cu genotipurile I/I sau I/D Desi aceste date vor trebui mai amplu confirmate înainte de a le utiliza în practica, ele ne arata ca în viitorul apropiat un tratament individualizat, bazat pe structura genetica a pacientului, ar putea sa amplifice eficacitatea si sa reduca toxicitatea potentiala a medicamentelor Odata ce un polimorfism este cert corelat cu raspunsul la un anumit medicament, pacientii vor fi evaluati genetic înaintea începerii unui tratament individualizat 2 HIPERTENSIUNEA ARTERIALA Hipertensiunea arteriala (HTA) esentiala (primara) este o boala frecventa (15% din populatia tarilor dezvoltate) si o problema importanta de sanatate publica (factor major de risc pentru boli cardiace, renale si accidente vasculare cerebrale) De aceea era firesc ca acest domeniu sa fie amplu analizat pentru a stabili etiopatogenia HTA si, pe aceasta baza, pentru a identifica cele mai bune solutii terapeutice Existenta unei componente ereditare în producerea HTA a fost sugerata de incidenta familiala a bolii, chiar în conditiile în care diferiti membri ai aceleeasi familii traiesc în medii diferite, cu factori de risc variati Ereditatea HTA a fost multi ani un subiect de confruntare între doua ipoteze: * Pickering (1959) considera ca tensiunea (presiunea) arteriala (TA) - la fel ca si alte caractere umane (talia, inteligenta, s a) - este un caracter cantitativ, cu o distributie continua în populatie, si un determinism poligenic; HTA (valori mai mari de 140 mmH pentru TA sistolica) ar reprezenta variatia extrema (+2,5DS) a acestei distributii; * Platt (1947) credea ca TA are o distributie bimodala si un determinsim monogenic În timp s-a dovedit ca distributia bimodala a TA era un artefact si ca HTA esentiala are o etiologie multifactoriala (ca si multe alte boli comune ale adultului), fiind produsa de interventia mai multor gene de susceptibilitate al caror efect este modulat de interactiuni dintre diferite gene si dintre gene si mediu Trebuie însa sa precizam ca unele forme familiale de HTA sunt monogenice dar ele afecteaza o proportie mica din populatie Dupa stabilirea unui model etiologic multifactorial s-a încercat determinarea contributiei relative a genelor si a factorilor de mediu în determinismul bolii Mai multe studii au stabilit ca heritabilitatea (fractia genetica din totalul variabilitatii interindividuale) HTA este de 30-60% iar rudele de gradul întâi ale bolnavilor au un risc de 3-4 ori mai mare de a face HTA comparativ cu populatia generala Totusi factorii de mediu (ingestia mai mare de sodiu, activitate fizica scazuta, stress psihoemotional, obezitate, s a) au un rol cauzal important Problema esentiala a ereditatii HTA ramâne identificarea multiplelor gene de susceptibilitate si efectul diferitelor variante alelice în modularea TA În principiu, anumite alele ale unor gene implicate în dezvoltarea HTA trebuie sa fie mai frecvent prezente la hipertensivi decât la normotensivi si trebuie sa segrege/ sa se transmita în familie împreuna cu HTA La om, s-au realizat doua tipuri de cercetari: studii de înlantuire bazate pe o alela prezenta la perechi de rude afectate (de obicei frati) sau studii de asociatie, comparând frecventele genice între grupuri de hipertensivi si subiecti normali În ambele cazuri se folosesc fie gene candidat specifice (sugerate de fiziopatologia bolii) fie markeri ADN anonimi cu care se scaneaza genomul uman (se folosesc mai multe sute de markeri distribuiti la intervale egale în întreg genomul) Selectia genelor candidat s-a facut pe baza cunostintelor recente privind mecanismele si moleculele implicate în reglarea TA; rolul fundamental îl au rinichii, suprarenalele, sistemul nervos care participa la mecanismul presiune-natriureza controlat de sistemul renina-angiotensina (SRA)(figura 13 1) Au fost identificate si localizate genele ce codifica diferite componente ale sistemului: gena ADD1 (a-adducina, sensor al modificarile presiunii hidrostatice), gena AGT (pentru angiotensinogen, situata pe cromosomul 1q42-q43), gena pentru renina (pe cromosomul 1q32), gena ACE (pentru enzima de conversie a angiotensinei, pe 17q23), gena AT1R (pentru receptorul angiotensinei, pe 3q21), gena CYP11B2 (pentru aldosteron-sintetaza pe cromosomul 8q21), gena SCNN1B (pentru subunitatea-ß a canalului de sodiu non-voltaj dependent tip 1 pe cromosomul 16p13-p12) Pentru fiecare dintre aceste gene s-au identificat mai multe variante alelice si s-a studiat efectul lor asupra concentratiei plasmatice a produsului, asupra reabsorbtiei tubulare de sodiu sau asupra TA Rezultatele obtinute pâna în prezent - mai ales în studiul AGT si ACE - nu sunt totusi concludente iar atunci când exista o asociatie semnificativa cu HTA - de exemplu gena pentru angiotensinogen218 - riscul atribuit genei este modest Datele actuale permit totusi câteva concluzii (Barlassina et al , 2002): * este putin probabil ca o gena majora sa fie implicata în genetica HTA primare; * intervin mai multe gene polimorfice, fiecare cu o contributie de 2-5% din variatia genetica, în functie de caracteristicile (fondul) genetic si ecologic al unei anumite populatii; * între aceste gene exista interactiuni epistatice - organizate într-o retea - ce duce la cresterea TA fara a se evidentia o anomalie evidenta a parametrilor umorali, hormonali sau structurali; prin urmare impactul unei anumite variante alelice asupra TA trebuie sa fie evaluat în contextul interactiunilor cu alte gene; * efectul unor variante alelice ale unor gene implicate în SRA depinde de vârsta si de unii factori de mediu (de exemplu, alimentatia, aportul de sodiu); * efectul unor medicamente antihipertensive noi (inhibitori de ACE, blocanti de receptori AT) poate fi influentat de polimorfismul genelor dar pentru moment nu exista consecinte practice imediate ( de exemplu, stabilirea "profilului alelic" al genelor pacientului); aceasta nu înseamna ca ele nu vor fi identificate în viitorul apropiat În acest context a revenit în actualitate studiul unor cazuri de HTA produse de boli monogenice rare219; bazele moleculare ale unora dintre aceste forme de HTA au fost elucidate si sunt sintetizate în tabelul 13 2; Tabelul 13 2 Forme monogenice de hipertensiune arteriala Sindromul OMIM Gene implicate Localizare cromosomica Functia normala a genei/ Mecanismul bolii Deficienta de cortisol 11-beta-ketoreductaza 218030 HSD11B2 16q22 Pierderea functiei 11-?-hidroxisteroid dehidrogenazei tip 2 permite activarea de catre cortisol a receptorilor mineralocorticoizi renali Hiperaldosteronismul familial tip I 103900 CYP11B1 CYP11B2 8p21 Fuziunea genelor CYP11B2 si CYP11B1 plaseaza productia aldosteronului sub controlul ACTH Deficienta 17-alfa-hidroxilazei 202110 CYP17A1 10q24 3 17-?-hidroxilaza este necesara pentru sinteza cortisolului Deficienta sa determina cresterea nivelului ACTH si a sintezei de deoxicortico-steron si corticosteron ce produc hipertensiune Sindromul Liddle (pseudohipo-aldosteronismul tip I) 177200 SCNN1B SCNN1G 16p13-p12 Reabsorbtia excesiva a sodiului la nivel renal este consecinta activarii constitutive a canalului epitelial de sodiu datorita unor mutatii cu trunchierea proteinei fie la nivelul subunitatii ?, fie a subunitatii ? a acestui canal Pseudohipoaldostero-nismul tip II 145260 WNK1 WNK4 12p13 17q21-q22 Aceste gene codifica protein-kinaze care influenteaza reabsorbtia paracelulara a ionilor în nefronii distali Hipertensiunea AD cu debut precoce cu exacerbare severa în cursul sarcinii 605115 NR3C2 4q31 1 Gena codifica receptorul nuclear pentru mineralocorticoizi; mecanismul bolii este incomplet definit Sindromul Bardet-Biedl tipurile 2 si 4 600374 BBS2 BBS4 16q21 15q22 3-q23 Genele codifica proteine din clasa noua a chaperoninelor; mecanismul bolii nu este bine cunoscut Au fost identificate peste 10 gene ce influenteaza reabsorbtia apei si sodiului în rinichi si, firesc, a început studiul interventiei posibile a acestor gene în HTA esentiala poligenica Studiul genelor multiple care modifica TA va cunoaste cu certitudine în anii urmatori progrese majore ce vor creste eficienta diagnosticului, tratamentului si preventiei HTA 3 DIABETUL ZAHARAT Diabetul zaharat (DZ) reprezinta un grup heterogen de afectiuni caracterizat prin hiperglicemie cronica; afecteaza (în tarile dezvoltate) circa 6% din populatie Are o etiologie complexa si neclara, care implica actiunea concomitenta a unor gene multiple - ce determina susceptibilitatea la diabet - si a unor factori de mediu care declanseaza aparitia bolii la bolnavii susceptibili; DZ este un prototip de boala multifactoriala si un factor major de risc pentru boli cardio-vasculare, accidente cerebrale, nefropatie, cecitate Exista doua tipuri majore de DZ: * tipul I - numit si diabetul insulino-dependent (IDDM) sau diabetul juvenil; * tipul II - numit si diabetul nonisulino-dependent (NIDDM) sau diabetul adultului, de 6-10 ori mai frecvent decât tipul I Caracteristicile celor doua tipuri de DZ sunt sintetizate în tabelul 13 3 Mentionam faptul ca mai exista un diabet secundar în diferite sindroame genetice sau în alcoolism, în care evident diabetul nu reprezinta unica manifestare a bolii; de asemenea exista un diabet gestational pe care unii autori îl considera o forma de manifestare a riscului de a dezvolta un DZ ulterior, atât la mama cât si la copil220 Tabelul 13 3 Caracteristicile majore ale DZ de tipul I si de tipul II CARACTERISTICI DZ TIPUL I DZ TIPUL II Prevalenta 1 la 200 persoane 3 la 100 persoane % din toate cazurile de DZ 15-25% 75-85% Vârsta de debut Deobicei sub 40 de ani Deobicei peste 40 de ani (exceptie tipul MODY) Secretia de insulina Zero Prezenta dar redusa Rezistenta la insulina NU DA Autoimunitate DA NU Asocierea cu HLA DA NU Obezitate Foarte rar Frecventa Concordanta la gemenii MZ 35-50% = 90% Risc de recurenta în fratrie 1-6% 10-15% Diabetul zaharat tipul I DZ tipul I este produs de catre o deficienta absoluta în secretia de insulina, ca rezultat al distrugerii autoimune a celulelor beta insulare ale pancreasului; prevalenta DZ tipul I este de circa 1 la 200 persoane, fiind mai frecvent la copii si adolescenti În ultimii ani s-au acumulat probe convingatoare care demonstreaza ca DZ tipul I este o boala autoimuna (sau cel putin are o componenta autoimuna importanta) produsa prin distrugerea (autoimuna) a celulelor beta ale pancreasului Dintre acestea mentionam: - prezenta unui infiltrat inflamator (insulita) în insulele Langerhans ale pancreasului; - prezenta unor anticorpi221 ce reactioneaza cu autoantigenele din celulele insulare (GAD 65, IA-2, insulina); - asociere puternica cu unele alele HLA de clasa II (DR3 si/sau DR4, DQ - prezente la circa 95% din bolnavii cu DZ tipul I din populatiile europene) Procesele autoimune sunt declansate de un factor de mediu (foarte probabil o infectie virala222) la persoane cu o anumita susceptibilitate Exista o componenta genetica certa, demonstrata de agregarea familiala, concordanta de 35-50% la gemenii MZ si riscul crescut la rudele de gradul I ale bolnavilor (tabelul 13 4) Tabelul 13 4 Riscul de DZ al rudelor bolnavilor diabetici BOLANAV DE DZ (TIPUL I SAU TIPUL II) RUDE CU RISC RISC (ÎN CAZUL DZ TIPUL I) RISC (ÎN CAZUL DZ TIPUL II) Mama Copii 3% 15% Tatal Copii 6-9% 15% Ambii parinti Copii 30% 75% Alt membru al familiei Fratii sau surorile sale 6-10% 10% Frate geaman MZ Frtae geaman DZ 35-50% 20% 90% 10% Fratii sau surorile sale daca sunt HLA DR3/DR4 20% - Copii sai 10% 33% Surse: Jorde et al, 1999, NHS (USA) 2002 Cel putin 20 de gene au fost asociate cu DZ tipul I dar cu exceptia genelor HLA de clasa II (DR3 si/sau DR4, DQ-beta223) - care realizezaza circa 40% din agregarea familiala - celelalte asociatii sunt slabe; de mentionat totusi polimorfismul genei pentru insulina (localizata pe bratul scurt al cromosomului 11) Diabetul zaharat de tipul II DZ de tipul II este produs printr-un dublu defect: secretia inadecvata de insulina de catre celulele beta si rezistenta la actiunea insulinei atât în tesuturile periferice (muschi, adipocite) cât si în celulele beta determinata de modificari ale receptorilor de insulina sau ale altor molecule implicate în fixarea, transpotul intracelular si metabolizarea glucozei Factorii de risc pentru DZ de tipul II sunt vârsta, alimentatia, obezitatea, inactivitatea fizica precum si greutatea mica la nastere s a Exista însa si o vulnerabilitate genetica mai importanta decât în DZ de tipul I, demonstrata mai ales de concordanta = de 90% a DZ la gemenii MZ si riscul crescut de recurenta la rudele de gradul I ale bolnavului (tabelul 13 4) Studiile genetice în DZ tipul II au relevat câteva elemente importante * Existenta unor diferente etnice în prevalenta DZ tipul II precum si a unor genotipuri diferite de vulnerabilitate în populatii diferite (selectate ca raspuns la diferite presiuni evolutive) Astfel s-a identificat într-o populatie de mexicani din America o gena de susceptibilitate, NIDDM1, localizata pe bratul lung al cromosomului 2 ce interactioneaza cu o gena de pe cromosomul 15; în populatiile finice din Nordul Europei s-au identificat genele NIDDM2 (pe cromosomul 12) si NIDDM3 (pe cromosomul 20) * Un procent mic de cazuri de DZ tipul II este produs prin mutatii monogenice; este vorba de DZ cu debut la maturitate (MODY - de la Maturity-Onset Diabetes of Youth) si alte forme produse prin defecte genetice ale functiei celulelor beta sau actiunii insulinei; MODY este responsabil de 2-5% din toate cazurile de DZ tipul II; se transmite autosomal dominant si este produs prin defecte primare în sinteza de insulina Au fost descrise 5 tipuri de mutatii: în gena pentru glucokinaza (7p13) - MODY 2; în genele ce codifica factorii de transcriptie hepatica ce stimuleaza celulele beta: HNF-1a (MODY 3), HNF-1ß (MODY 5), HNF-4a (MODY 1); în gena pentru factorul de transcriptie pancreatica ce stimuleaza celulele beta: IPF-1 (MODY 4) Studiile de genetica moleculara în MODY au permis elucidarea functiei celulelor beta si întelegerea patogeniei altor forme de DZ * Preponderenta materna a DZ tipul II s-ar putea explica printr-o forma particulara de diabet mitocondrial produs de modificari ale ADNmt, mostenite sau câstigate, calitative (deletii sau mutatii224) sau cantitative (scaderea nivelului plasmatic al ADNmt prin reducerea biogenezei mitocondriilor; mamele cu nivel scazut al ADNmt nasc frecvent copii cu greutate mica si cu risc crescut de DZ tipul II) * La bolnavii cu DZ tipul II exista o susceptibilitate individuala clara la anumite complicatii (nefropatie diabetica, neuropatii, retinopatii sau boli cardio-vasculare) Heterogenitatea genetica a DZ tipul II contrasteaza cu patogenia asemanatoare a DZ tipul II în populatii diferite, ce implica - asa cum am aratat - rezistenta la actiunea insulinei (în tesuturile tinta) si secretia inadecvata de insulina Rezistenta la insulina poate fi produsa de mutatii sau polimorfisme ale genelor pentru receptorii de insulina sau pentru alte molecule implicate în calea de semnalizare (de exemplu IRS-1, molecula ce primeste semnalul de la receptorul de insulina) Recent a fost implicata si gena pentru amilina, peptid cosecretat cu insulina de catre celulele beta Studiile genetice în DZ au adus date pretioase pentru întelegerea bolii si identificarea persoanelor cu risc dar nu au elucidat toate aspectele ereditatii bolii Ele continua si vor aduce cu siguranta elemente noi 4 ASTMUL BRONSIC Astmul bronsic este o boala pulmonara obstructiva reversibila care se asociaza cu hiperactivitate bronsica (bronhospasm) si cu inflamatia cailor aeriene Incidenta astmului variaza în diferite populatii între 5-10% ) fiind mai frecvent la copii) Etiologia astmului bronsic este multifactoriala: factorii de mediu (alergeni, poluanti, infectii virale) declanseaza boala la persoane susceptibile Participarea unor factori genetici care determina predispozitia la astm si atopie, în general, este sustinuta de caracterul familial frecvent al bolii (astm sau alergie sau niveluri crescute de IgE), riscul crescut de boala la rudele pacientului (de 2-5 ori mai mare ca în populatia generala) si incidenta mai mare la gemenii MZ comparativ cu gemenii DZ (heritabilitatea bolii a fost estimata, în diferite populatii, qa se situa între 30% si 70%) De mentionat ca atopia (predispozitie de a dezvolta un raspuns mediat de IgE) este cel mai puternic factor predispozant în astm iar nivelurile crescute de IgE se coreleaza cu expresia clinica a alergiei si astmului Identificarea genelor de risc - pentru astm sau fenotipurile intermediare (nivelul de IgE, hiperreactivitatea bronsica, atopie) - a fost si este dificila deoarece genele responsabile de initierea bolii pot fi diferite de genele responsabile de progresia si/sau severitatea ei Prin studii de scanare a genomului uman (cu markeri ADN polimorfici) sauprin analiza genelor candidat s-au identificat cîteva regiuni cromosomice (5q23-31, 6p, 11q, 12q) ce contin gene ce sunt implicate în patogenia astmului Dintre acestea mentionam genele pentru citokine (în special IL-4 si IL-9) si receptorii lor, adrenoreceptorul 2, glucocorticoid receptorul - toate pe 5q - receptorul pentru IgE (pe 11q) precum si unele gene ale complexului HLA si TNF, pe cromosomul 6p Efectul medicatiei anti-astmatice poate fi influentat de polimorfismul genelor pentru receptorul adrenergic2 si receptorul pentru glucocorticoizi sau al genei pentru lipoxigenaza; anumite variante alelice determina un raspuns redus la medicatie 5 BOLILE NEURODEGENERATIVE: BOALA ALZHEIMER SI BOALA PARKINSON Bolile neurodegenerative sunt afectiuni neurologice cronice produse prin pierderea progresiva a neuronilor În functie de regiunea SNC afectata si de prezenta unor markeri celulari si moleculari se deosebesc mai multe tipuri, care au o etiologie multifactoriala si/sau monogenica Cele mai frecvente afectiuni sunt boala Alzheimer si boala Parkinson; alte forme mai rare sunt boala Huntington, ataxiile spinocerebeloase, scleroza laterala amiotrofica, atrofia musculara spinala s a BOALA ALZHEIMER Boala Alzheimer (5% din persoanele peste 65 de ani) se caracterizeaza prin atrofie corticala (pierderea neuronilor) si deteriorare intelectuala lenta dar progresiva (pierderea memoriei, afazie, agnozie, dezorientare temporo-spatiala), pâna la dementa Aceste fenomene se asociaza cu o disfunctie a neurotransmitatorilor (în special o deficienta marcata de acetilcolina) Modificarile anatomopatologice specifice sunt placile senile de amiloid extra-neuronale si agregatele neurofibrilare Se cunosc si bazele moleculare ale acestor modificari Amiloidul din placile senile se formeaza prin clivarea unei proteine mai mari (ß-amyloid precursor protein sau, pe scurt APP) de catre ?-secretaza într-un peptid mai mic, insolubil, - peptidul amiloid A42 - care se acumuleaza în placi Agregatele miofibrilare sunt formate prin hiperfosforilarea proteinei microtubulare tau Boala Alzheimer este o afectiune cu heterogenitate genetica Circa 6-10% din cazuri debuteaza precoce, înainte de 65 de ani, si sunt familiale; o parte dintre ele sunt determinate de mutatii (transmise autosomal dominant) în genele APP - de pe cromosomul 21225, presenilina 1 (PSEN1)226 - de pe cromosomul 14 si presenilina 2 - de pe cromosomul 1 Studiul acestor forme a permis întelegerea unor mecanisme patogenice ale bolii Alzheimer Majoritatea pacientilor cu boala Alzheimer sunt însa cazuri sporadice, cu determinism multifactorial; paradoxal, nu s-au identificat mutatii ale genelor APP, PSEN sau TAU (decât în cazuri rare) desi mecanismul patogenic pare acelasi ca si în formele precoce În schimb s-a pus în evidenta un alt factor de risc: APOE 4 - o alela a genei pentru apolipoproteina E (constituent al LDL); aceasta este prezenta la 50-60% din bolnavi si dubleaza riscul purtatorilor de a face boala Alzheimer; printr-un mecanism necunoscut, APOE 4 modifica vârsta de debut cu 5-10 ani mai devreme (la heterozigoti) si 10-20 de ani (la homozigoti) Utilitatea determinarii APOE 4 este limitata deoarece aproape 50% din bolnavii cu leziuni certe de boala Alzheimer nu au APOE 4 Descifrarea patogeniei moleculare a bolii Alzheimer continua si sunt sperante de identificarea a unor molecule terapeutice care ar putea incetini evolutia bolii Un exemplu îl constituie inhibitorii de secretaza care scad productia si depozitele de amiloid BOALA PARKINSON Boala Parkinson (0,5-1% din persoanele peste 65 de ani) este, ca frecventa, a doua boala neurodegenerativa dupa boala Alzheimer Se caracterizeaza prin distrugerea progresiva a neuronilor din sistemul extrapiramidal (în special substanta neagra si corpii striati), asociata cu prezenta unor depozite de proteine ubicuitinate227 în citoplasma neuronilor (corpi Lewy) sau prelungirile lor (neurite Lewy) si depletie de dopamina Boala Parkinson se manifesta clinic prin: tremuraturi lente, caracteristice, ale mâinilor si capului (persistând în repaus), hipertonie extrapiramidala, bradikinezie, rigiditate, instabilitate posturala s a Studiul unor forme familiale cu debut precoce (autosomal dominante) a permis identificarea unor mutatii în gena sinucleinei, o proteina cu functie necunoscuta, care se acumuleaza în corpii Lewy Alte studii în sindromul arkinsonismului juvenil (autosomal recesiv) au pus în evidenta mutatii în gena parkinei (6q25), o proteina (din familia E3 ubicuitin-ligazei) sintetizata în SNC si implicata în metabolismul sinucleinei În alte forme familiale rare s-au evidentiat mutatii în alte gene (de ex , ubicuitin-C-hidrolaza) Studiul acestor forme rare, monogenice, de boala Parkinson a adus date interesante pentru descifrarea etiopatogeniei formelor adultului; astfel, la circa 5% din aceste cazuri s-au identificat mutatii în gena parkinei Totusi, mecanismele acestei boli nu sunt înca elucidate Singurul beneficiu concret este utilizarea unei terapii substitutive cu levo-dopa 5 PSIHOZELE Numeroase studii genetice au demonstrat fara echivoc existenta unei componente genetice importante în doua dintre psihozele majore - schizofrenia si boala (psihoza) afectiva bipolara - cu determinism multifactorial si, foarte probabil, heterogenitate genetica SCHIZOFRENIA Schizofrenia (1% din populatia generala) se caracterizeaza (dupa DSM-IV, 1994) prin: ideatie incoerenta si deliranta, halucinatii, disocierea personalitatii, izolarea sociala si autism (repliere în sine însasi), comportament catatonic sau dezorganizat Riscul empiric de recurenta la rudele de gradul I ale bolnavului este de circa 9-12% (deci aproape de 10 ori mai mare ca în populatia generala), creste cu numarul bolnavilor si scade la rudele de gradul II (circa 3%) (Kiney, 1997) Concordanta bolii la gemenii MZ este de 50% iar la gemenii DZ de numai 12% iar heritabilitatea a fost calculata la 17% Toate acestea demonstreaza existenta unei componente genetice importante Dar, în ciuda a numeroase studii moleculare si a identificarii unor regiuni cromosomice (pe 6p, 8p si 10p) în care ar putea fi localizate genele schizofreniei, nu au fost înca identificate si clonate gene specifice PSIHOZA AFECTIVA BIPOLARA Psihoza afectiva bipolara sau psihoza maniaco-depresiva (0,5% din populatia generala) se caracterizeaza prin episoade alternative de alterare a dispozitiei si nivelului global de activiate, fie în sensul unei dispozitii euforice si a hiperactivitatii (manie), fie în sensul unei depresii Riscul empiric al rudelor de gradul I ale bolnavului este de 5-10%, concordanta la gemenii MZ este de 79% iar heritabilitatea (70%) arata o componenta genetica puternica În unele familii, în care boala se transmite autosomal dominant, studiile de înlantuire au aratat ca boala segrega împreuna cu un marker polimorfic de pe cromosomul 11p Totusi nu au fost înca identificate gene specifice 6 CANCERUL Cancerul este a doua cauza de mortalitate în tarile dezvoltate, dupa bolile cardio- vasculare Etiologia bolii canceroase (la care ne vom referi în detalii în capitolul 17) este multifactoriala implicând factori de mediu (fumatul, alimentatia, diferiti cancerigeni chimici, unele infectii virale s a) care produc mutatii somatice, precum si factori genetici care determina susceptibilitatea la unele forme de cancer Cele mai multe cazuri de cancer (circa 80%) se produc sporadic Totusi, este bine stabilit ca multe din formele principale de cancer (de sân, colon, prostata, ovarian) pot avea o agregare familiala si riscul de recurenta este de 2-3 ori mai mare la rudele de gradul I ale bolnavilor (comparativ cu populatia generala); el creste cu numarul de bolnavi din familie si atunci când cancerul apare la o vârsta mai tânara În majoritatea cancerelor s-au identificat gene specifice care, uneori (de exemplu în cancerul de colon sau de sân), determina si forme ereditare, monogenice De aceea medicul practician trebuie sa fie deosebit de atent la istoricul familial precum si la o serie de semne ce pot evoca o forma familiala/ereditara de cancer Acest lucru este important pentru sfatul genetic, supravegherea persoanelor cu risc si diagnosticul presimptomatic Toate aceste date vor fi exemplificate prin prezentarea, succinta, a trei forme de cancer, care într-o proportie de 5-10% din cazuri, au o agregare familiala si/sau sunt ereditare Alte elemente vor fi discutate în capitolul 17 Cancerul de sân afecteaza 10-12% din femeile care traiesc pâna la 85 de ani Poate prezenta o agregare familiala rudele de gradul I având un risc dublu de a dezvolta un cancer de sân Au fost identificate mai multe gene ce predispun femeile la aparitia unui cancer de sân; cele mai importante sunt BRCA1 si BRCA2, doua gene implicate în repararea ADN, gena p53 (ce determina sindromul Li-Fraumeni), gena PTEN (ce produce sindromul Cowden) si altele Totusi, mai mult de 90% din toate cancerele de sân nu sunt ereditare, fiind produse de mutatii somatice multiple Cancerul colorectal (CCR) afecteaza circa 5% din populatie si prezinta deseori un caracter familial Formele familiale (10%) rezulta - cel mai frecvent - prin mutatii ale genei supresoare a cresterii tumorale APC (pentru CCR polipozic) sau în genele de reparare a erorilor de împerechere a ADN (pentru CCR nonpolipozic ereditar sau HNPCC) Formele neereditare de cancer de colon (90%) sunt produse de mutatii somatice multiple, determinate de factori de mediu, deseori în aceleasi gene implicate în formele ereditare Cancerul de prostata este unul din cele mai frecvente tipuri de cancer diagnosticate la barbat Intereventia unor factori genetici este sustinuta de existenta unor forme ereditare, monogenice (5-10% din toate cancerele de prostata) precum si de polimorfismul unor gene situate pe cromosomul 1q sau pierderea heterozigozitatii pentru alte regiuni genomice Pâna în prezent nu au fost identificate gene specifice implicate în patogenia acestei forme comune de cancer 7 OBEZITATEA Obezitatea (5-15% din populatie) este o anomalie metabolica manifestata prin cresterea masei tesutului adipos si un exces ponderal de peste 20% în raport cu valorile normale pentru vârsta si sex Obezitatea este mai curând un simptom decât o boala dar reprezinta un factor de risc major pentru mai multe boli comune, în special cardio-vasculare si diabet zaharat tipul II Obezitatea are un determinism multifactorial, în care alaturi de factori exogeni (supraalimentatie, inactivitate) sau endogeni (tulburari metabolice sau endocrine) intervin si factori genetici predispozanti Studiile efectuate pe copii adoptati au aratat ca greutatea corpului acestora se coreleaza semnificativ cu greutatea corpului parintilor naturali iar studiile pe gemeni au evidentiat o concordanta mai mare la MZ si o heritabilitate de 60-80% Recent au fost identificate la animale si om câteva gene care prin produsii lor sunt implicate în controlul apetitului si în susceptibilitatea la obezitate Pe primul plan se situeaza gena pentru leptina, un hormon secretat de adipocite, care se fixeaza pe receptori în hipotalamus si regleaza apetitul; nivelurile crescute de leptina produc satietate si pierderea apetitului Din pacate, în obezitatea umana nu au fost identificate (decât foarte rar, în obezitati extreme, numite si morbide) mutatii ale genelor pentru leptina si nici ale genei pentru receptorul leptinei Probabil ca exista mutatii ale altor gene (înca neidentificate) ce codifica diferite molecule (neuropeptidul Y, receptorul pentru melanocortina-4) care intervin, în combinatie cu leptina, în controlul apetitului 8 ALCOOLISMUL Alcoolismul cronic (3-10% din populatie, de 2-3 ori mai frecvent la barbati) reprezinta un complex de tulburari (psihice, nervoase, organice) provocat de ingestia repetata (ani de zile) a unor doze excesive de alcool Se deosebesc doua tipuri majore de alcoolism: * Tipul I - (2/3 din cazuri) cu debut peste 25 de ani si mare dependenta psihologica de alcool; profil psihologic introvertit, bautor solitar * Tipul II - (1/3 din cazuri) cu debut sub 25 de ani, predomina la barbati si tinde sa implice indivizi extrovertiti, cheflii, impulsivi/agresivi Alcoolismul este o boala care implica, obligatoriu, o cauza de mediu dar este posibil sa intervina si o susceptibilitate genetica la alcoolism Studiile familiale au evidentiat o agregare familiala evidenta (mai mare în tipul II) si un risc de a dezvolta alcoolismul pentru indivizii cu un parinte afectat de 3 5 ori mai mare decât al celor fara parinti afectati Pentru a exclude mediul si obiceiurile comune favorizante dintr-o familie, s-au efectuat studii pe copii adoptati; aceste studii au aratat ca urmasii unor parinti alcoolici crescuti de parinti nealcoolici au un risc de 4 ori mai mare de a deveni alcoolici În sfârsit studiile concordantei alcoolismului la gemenii MZ si DZ au permis calcularea unei heritabilitati de 21% pentru tipul I si de 60-80% pentru tipul II, care are evident o susceptibilitate genetica mai mare B MALFORMATIILE CONGENITALE MULTIFACTORIALE Anomaliile congenitale sunt modificari morfologice ale unui organ sau al unei regiuni anatomica produse de tulburari în dezvoltarea prenatala (erori de morfogeneza), prezente la nastere Din punct de vedere patogenic se clasifica în malformatii, disruptii, deformatii si displazii congenitale (vezi capitolul 14 B) Malformatiile congenitale sunt produse printr-un proces primar si intrinsec de morfogeneza anormala Pot fi izolate (unice) sau multiple (asociate cu alte anomalii congenitale) Malformatiile congenitale izolate sunt considerate boli multifactoriale deoarece pot avea o agregare familiala, concordanta la gemenii MZ este mai mare decât la gemenii DZ iar rudele de gradul I ale bolnavilor au un risc de recurenta mai mare decât în populatia generala Cele mai frecvente malformatii congenitale multifactoriale sunt mentionate în tabelul 13 5 si la unele dintre acestea ne vom referi în continuare; alte probleme despre malformatiile congenitale sunt prezentate în capitolul 14 Tabelul 13 5 Incidenta la nou-nascuti, heritabilitatea si riscul empiric de recurenta a unor malformatii congenitale izolate, multifactoriale TIPUL DE MALFORMATIE INCIDENTA (‰) LA NASTERE HERITABILITATEA (%) RISCUL DE RECURENTA (%) Defectele de tub neural Anencefalia Spina bifida 2-10 variabila variabila 60 5# Hidrocefalia 0,7 42 2-4 Malformatiile congenitale de cord Defectul septal ventricular Persiatenta canalului arterial Defectul septal atrial Stenoza aortica 4-8 1,7 0,5 1,0 0,5 35 1-4 Despicaturile labiale cu sau fara despicaturi palatine Despicaturi palatine 0,4-1,7 0,4 76 4 2 Stenoza pilorica 1,5-3 75 2-10* Luxatia congenitala de sold 1-5 60 2-11* Piciorul strâmb congenital 1-3 68 3 Surse: Kingston, 2002; Nussbaum et al, 2001 *Riscul de recurenta depinde de sexul bolnavului si a rudei sale de gradul I Ca si în alte boli multifactoriale riscul empiric de recurenta al malformatiilor congenitale izolate este specific fiecarei boli în parte, dependent de frecventa bolii în populatie si aproximativ egal cu radacina patrata a incidentei generale în populatie (vezi capitolele 5 E 4 si 9 C) Astfel, pentru malformatiile congenitale izolate, care au o incidenta în populatie de circa 1/1000, daca doi parinti sanatosi, fara alte antecedente familiale, au un copil afectat, riscul de recurenta la sarcinile urmatoare este de 1 la 32 sau 3%; acelasi risc îl au si descendentii unui bolnav Riscul la descendenti creste peste 5% daca în familie sunt mai multe persoane afectate sau bolnavul prezinta o forma mai grava de boala; în cazul în care unul din sexe este mai frecvent afectat (ex sexul masculin pentru stenoza congenitala de pilor sau sexul feminin pentru luxatia de sold), riscul de recurenta este mai mare dupa nasterea unui copil care apartine sexului mai rar afectat Astfel, în stenoza de pilor daca tatal a fost afectat, riscul de recurenta este de 5,5% la baieti si de 2,4% la fete; daca mama a fost afectata, riscul este de 19,4% pentru baieti si de 7,3% pentru fete În acordarea sfatului genetic trebuie sa tinem cont de faptul ca în anumite malformatii congenitale izolate exista si forme rare monogenice (de exemplu, unele cazuri de hidrocefalie pot fi recesive legate de X, autosomal dominante sau recesive) si mai ales trebuie sa ne convingem - prin anamneza si evaluarea atenta si minutioasa a pacientului - ca anomalia este izolata si nu se asociaza cu alte anomalii congenitale, uneori minore, într-un sindrom plurimalformativ specific (de exemplu, peste 40% din despicaturile palatine sunt sindromice); în aceasta situatie etiologia este heterogena (cromosomica, monogenica, teratogena) si riscul de recurenta este diferit de la un caz la altul 1 DEFECTELE DE TUB NEURAL Defectele de tub neural (DTN) - anencefalia si spina bifida - au o patogenie comuna228 si, în cazurile familiale, se pot întâlni fiecare la diferiti membri ai familiei Incidenta este variabila, 0,2-1% în diferite populatii În anencefalie se produce un defect de închidere a polului anterior al tubului neural si encefalul, meningele, calota craniana si pielea capului sunt absente; se asociaza frecvent cu anomalii faciale si auriculare, secundare Malformatia este letala, înainte sau imediat dupa nastere Meningoencefalocelul se produce printr-o herniere a continutului cranian datorita lipsei de dezvoltare (bresa) a unor portiuni din oasele craniului Localizarea cea mai frecventa este occipitala (figura 13 2) sau fronto-nazala (figura 13 3) Când hernierea intereseaza numai meningele si LCR denumirea este de meningocel, când herniaza atât meningele cât si creierul poarta denumirea de meningoencefalocel Tratamentul este chirurgical, precoce prognosticul depinde de gradul de afectare a encefalului În spina bifida se produce un defect de fuziune a arcurilor vertebrale, cel mai frecvent în regiunea lombara Exista grade variate de severitate, de la spina bifida oculta, în care defectul intereseaza numai arcurile vertebrale, la spina bifida aperta (deschisa), în care defectul osos se asociaza cu meningocel (protruzia meningelui) sau meningomielocel (hernierea elementelor neurale si a meningelui) (figura 13 4) Când intereseaza întreaga coloana vertebrala poarta denumirea de rahischizis Formele deschise se pot asocia frecvent cu hidrocefalie, picior strâmb congenital, paralizie a membrelor inferioare si incontinenta sfincteriana Prognosticul este destul de sever: dupa tratament chirurgical 1/3 din cazurile de spina bifida deschisa supravietuiesc cel putin 5 ani, dar 85% dintre acestea vor avea un handicap neurologic grav si doar 5% vor fi fara handicap Majoritatea cazurilor de DTN sunt multifactoriale dar sunt si cazuri rare produse prin teratogeni (valproat, diabet matern), prin anomalii cromosomiale (trisomia 18) sau prin anomalii monogenice pleiotrope (sindromul Meckel, autosomal recesiv) În cazurile multifactoriale, determinate de factori genetici si de mediu, s-a constat ca un rol major îl are deficienta materna de acid folic: scaderea concentratiei serice a acestei vitamine sub un prag de 200 µg/L creste semnificativ riscul de a se produce la fat un DTN Concomitent cu reducerea nivelului sanguin de folati, creste nivelul de homocisteina si scade concentratia metioninei; acest fapt a sugerat existenta unei anomalii biochimice în reciclarea tetrahidrofolatilor si metilarea homocisteinei în metionina Astfel s-a descoperit ca aportul alimentar redus de acid folic are efecte mai ample la persoanele heterozigote pentru mutatia C677T a genei MTHFR (metilentetrahidrofolatreductaza) care înlocuieste alanina din pozitia 222 cu o valina si determina reducerea eficientei enzimei; circa 5-10% din populatie este homozigota pentru aceasta mutatie Important este faptul ca introducerea unei suplimentari de 400-800 µg/zi de acid folic periconceptional (o luna înainte de conceptie si doua luni dupa aceea) scade incidenta DTN cu peste 75% Aceasta masura preventiva poate fi asociata (mai ales în familiile cu risc crescut de recurenta, datorita altor cauri de DTN) cu screeningul ecografic al gravidelor si dozarea alfa-fetoproteinei (AFP) în sângele matern si/sau lichidul amniotic (în sarcinile în care fatul are un DTN se gasesc valori foarte crescute ale AFP) 2 HIDROCEFALIA Hidrocefalia (0,7‰ nou-nascuti) reprezinta acumularea excesiva de lichid cefalo-rahidian în spatiile intracraniene, asociata cu cresterea presiunii intracraniene Se datoreaza unor tulburari de producere sau/si de circulatie a lichidului cefalo-rahidian, determinate de cauze diferite (spina bifida, hemoragii intracraniene, infectii fetale sau factori genetici) Aspectul clinic este caracteristic: marime enorma, uneori giganta a creierului, în disproportie evidenta cu dimensiunile faciale si corporale, fontanelele foarte largite si dehiscenta oaselor craniene, privirea în "apus de soare" (figura 13 5), circulatie colaterala la nivelul calotei craniene, atrofia nervului optic cu cecitate, retard psiho-motor important Tratamentul chirurgical prin efectuarea unui sunt permanent între craniu si peritoneu sau vena cava superioara da rezultate bune, inteligenta si comportamentul neurologic fiind normale în 80% din cazuri Majoritatea cazurilor de hidrocefalie izolata sunt determinate multifactorial si riscul de recurenta este mic, de 2-4% Exista însa si forme monogenice de hidrocefalie - autosomal dominate sau recesive, precum si recesive legate de X229 - care de obicei se asociaza cu alte anomalii congenitale (10% din cazuri) În aceste cazuri examenul clinic atent si ananmneza familiala pot contribui decisiv la evitarea unor erori de sfat genetic Diagnosticul prenatal este uneori posibil prin ecografie 3 MALFORMATIILE CONGENITALE DE CORD Malformatiile congenitale de cord (MCC) sunt foarte frecvente (4-8‰ nou-nascuti) si variate ca tip de defect, manifestare clinica si gravitate; oricum ele reprezinta o cauza majora de morbiditate si mortalitate infantila MCC reprezinta un grup heterogen de malformatii putând fi produse de mutatii monogenice, anomalii cromosomice sau expunerea gravidelor la teratogeni (infectia rubeolica, alcoolismul, diabetul matern) Majoritatea cazurilor izolate sunt însa de origine multifactoriala Exista totusi o agregare familiala redusa iar copiii afectati nu au exact acelasi tip de MCC, ci mai curând anomalii care au un mecanism de producere similar Riscul de recurenta la rudele de gradul I variaza între 2% si 4% în functie de tipul de MCC; la rudele de gradul II riscul se reduce foarte mult la niveluri apropiate de populatia generala Multe MCC pot fi în prezent evidentiate prenatal prin ecocardiografie Malformatiile congenitale de cord pot apare ca o componenta clinica majora în cadrul unor sindroame genetice (precum tetralogia Fallot în cadrul sindromului velocardiofacial, defectul septal atrial în sindromul Holt-Oram determinat de mutatii ale genei TBX5 sau defectul atrioventricular în cadrul sindromului Down) ori ca boli monogenice (precum stenoza aortica supravalvulara determinata de mutatii ale genei pentru elastina) Au fost însa identificate si mutatii ale unor gene care predipun la aparitia unor malformatii de cord izolate, nonsindromice, precum mutatiile JAG1 si NKX2E (ce determina tetralogie Fallot) sau mutatiile CRELD1 (implicate în producerea defectelor septale atrioventriculare izolate) De asemeni, studii de înlantuire au evidentiat prezenta unui locus major de susceptibilitate pentru persistenta canalului arterial la nivelul cromosomului 12q24 4 DESPICATURILE LABIALE SI DESPICATURILE PALATINE Despicaturile labiale (uni- sau bilaterale) cu sau fara despicatura palatina - DL(P) - sunt malformatii congenitale frecvente, cu o incidenta medie de 1‰ de nou-nascuti Din punct de vedere patogenic DL(P) - produse (cam în a 35-a zi de gestatie) printr-un defect de fuziune a mugurelui frontal cu mugurii maxilari - se deosebesc de despicaturile palatine (DP) fara despicaturi labiale, care rezulta printr-un defect de fuziune a lamelor palatine a oaselor maxilare Ambele tipuri, DL(P) si DP, se prezinta ca malformatii izolate sau se pot asocia cu alte anomalii congenitale; formele izolate sunt de regula multifactoriale iar cele asociate (circa 2-11% din DLP si 20-50% din DP) formeaza peste 250 de sindroame monogenice, cromosomice sau teratogene În aceste conditii evaluarea unui copil cu DL(P) si mai ales cu DP trebuie sa fie completa si minutioasa pentru a identifica posibile asocieri cu alte anomalii congenitale, fapt ce ar modifica prognosticul si sfatul genetic Au fost identificate o serie de mutatii genice care pot creste riscul aparitiei DL(P) Astfel, mutatiile TGFA (factorul de crestere tumorala alfa) au fost primele asociate cu cresterea riscului pentru DL(P), dar rezultatele a numeroase studii au fost inconsistente Se pare ca aceste mutatii au rol numai în cazurile în care exista o agregare familiala evidenta Alte mutatii genice asociate cu cresterea riscului pentru aparitia unor despicaturi labiopalatine intereseaza genele MSX1, TGFB3, GABRB3 si PVRL1 Riscul de recurenta a formelor izolate de DL(P) sau DP - considerate "prototipuri" de boli multifactoriale - creste o data cu severitatea afectarii, de la DL unilaterale (4%) la DL bilaterale (6,7%) si de la DL la DLP (8%); de asemenea riscul de recurenta la rudele de gradul I creste paralel cu numarul persoanelor afectate în familie, de la 3-4% atunci când exista un bolnav (un parinte sau un copil) la 12-14% când exista doi bolnavi (un parinte si un copil sau doi copii afectati) În toate aceste cazuri izolate riscurile sunt "acceptabile" având în vedere marimea, rezultatele foarte bune ale corectiilor chirurgicale si posibilitatile de diagnostic prenatal, prin ecografie 5 ALTE ANOMALII CONGENITALE IZOLATE Stenoza pilorica hipertrofica infantila SPH a reprezentat pentru Carter (1960) modelul folosit pentru elaborarea conceptului de boala poligenica, multifactoriala Incidenta medie în populatia Europeana este 1:200 pentru baieti si 1:1000 pentru fete, deci malformatia este de 4-5 ori mai frecventa la sexul masculin decât la cel feminin Riscul de recurenta depinde de sexul probandului, fiind mai mare atunci când sunt afectate persoane de sex feminin (tabel 13 6 ) Unele variante alelice ale genei NOS1 (care codifica oxidaza nitrica neuronala) par a creste riscul pentru aparitia hipertrofiei pilorice izolate Tabel 13 6 Riscul genetic în familiile cu stenoza pilorica (dupa Carter, 1983) RISC (%) CAZUL INDEX Sex masculin Sex feminin Rude de gradul I Farati Surori Fii Fiice 6,5 2,8 5,5 2,4 10,8 3,8 18,9 7,0 Rude de gradul II De sex masculin De sex feminin 2,2 4,3 0,5 1,7 Populatia generala 0,5 0,1 Luxatia congenitala de sold Luxatia congenitala de sold (LCS) reprezinta deplasarea capului femural în afara acetabulei, produsa înaintea sau în timpul nasterii LCS are o incidenta de 4-7:1000 nou nascuti vii pentru formele temporare, instabile, (subluxatii) si de 1:1000 pentru luxatiile propriu-zise Sex-ratio este de 6F:1M LCS este de fapt o deformatie congenitala cu determinism multifactorial; factorii genetici controleaza conformatia acetabulei si laxitatea articulara Alti factori de risc sunt pozitia intrauterina si prezentatia pelvina, primiparitatea si, desigur, sexul fatului (se crede ca productia de estrona de catre ovarul fetal si relaxina de catre uterul fetal produc o crestere a laxitatii articulare) Riscul de recurenta în fratrie este, în medie, de 5% fiind putin mai mare daca probandul este de sex masculin Piciorul strâmb congenital Piciorul strâmb congenital (PSC) este o anomalie congenitala relativ frecventa (1-3‰ nou-nascuti) PSC poate fi o anomalie izolata sau o componenta a mai multor sindroame cu afectare nervoasa sau a tesutului conjunctiv În formele izolate determinismul este cel mai probabil multifactorial deoarece studiile genetice releva o agregare familiala; în unele cazuri/familii se observa o segregare Mendeliana Studiile mai vechi nu prea sunt valabile deoarece astazi se stie cu certitudine ca sub denumirea de PSC sunt incluse trei entitati diferite: piciorul equinovarus (abductia si flexia plantara a labei piciorului), piciorul calcaneovalgus (flexia dorsala a labei piciorului; suprafata plantara priveste lateral) si metatarsus varus (adductia si inversia labei piciorului) În practica sfatului genetic se folosesc înca riscurile empirice - de 1:50 pentru probandul de sex masculin si de 1:20 pentru probandul de sex feminin; pentru un parinte afectat de orice sex, riscul la urmasi este de 1:33 C RETARDUL MENTAL Retardul mental (RM)este definit230 ca o incapacitate de a dobândi capacitatile cognitive (QI sub 70) si adaptative corespunzatoare vârstei Prevalenta RM este de circa 2-3%; De fapt sub denumirea de RM sunt cuprinse numeroase boli cu etiologie diferita care produc oprirea dezvoltarii mentale sau o dezvoltare mentala incompleta, în care este afectata inteligenta în ansamblul ei Asupra acestui subiect ne vom referi în detalii în capitolul 15; deoarece inteligenta este un caracter poligenic, este firesc ca si cele mai multe din cazurile de RM usor (QI=50-70) nespecific sa aibe un determinism multifactorial; în formele severe de RM (QI sub 50) cauzele specifice (deseori genetice) sunt mult mai frecvente Coeficientul de inteligenta al urmasilor este probabil în jurul mediei parentale De aceea daca unul sau ambii dintre parinti au un RM usor riscul unor copii cu RM este mai mare Riscul de recurenta depinde de diagnostic dar în RM nespecific (fara o cauza identificata) este de circa 3% pentru rudele de gradul I Riscul de recurenta creste însa dupa nasterea a doi copii cu RM (25%), parintii sunt consanguini (15%) sau daca probandul este de sex masculin (4-5%) (unele cazuri ar putea fi RMLX) Anomaliile congenitale reprezinta o problema majora de sanatate publica prin frecventa lor ridicata, de 3-5% dintre nou-nascuti, prin morbiditatea si mortalitatea infantila care li se asociaza Pentru medici ele pun deseori probleme dificile de diagnostic, mai ales atunci când sunt multiple si se înscriu într-unul dintre cele peste 2000 de sindroame plurimalformative; pentru parinti problemele esentiale sunt îngrijirea si recuperarea copiilor afectati sau/si prevenirea/ reducerea riscului malformativ la o noua sarcina; pentru societate profilaxia anomaliilor congenitale si reducerea consecintelor malformative este, evident, obiectivul principal Etiologia anomaliilor congenitale este în mare parte necunoscuta, dar se estimeaza ca o buna parte dintre anomalii sunt determinate de mutatii ale unor gene care sunt implicate în controlul proceselor de dezvoltare De aceea, caracterizarea acestor gene a început sa produca o profunda schimbare a întelegerii bazelor moleculare ale anomaliilor congenitale Ca urmare, acest capitol va începe printr-o introducere în procesele care coordoneaza dezvoltarea si va continua cu o discutie referitoare la perturbarile acestor procese, care au ca rezultat aparitia anomaliilor congenitale A GENETICA DEZVOLTARII Procesul de dezvoltare poate fi definit ca fiind ansamblul mecanismelor prin care, pornind de la zigot, se ajunge la un organism matur, capabil de reproducere Toate evenimentele din cursul dezvoltarii - formarea diferitelor tipuri de celule, formarea organelor si aranjarea spatiala caracteristica a acestora - se desfasoara conform unui plan de dezvoltare ale carui instructiuni sunt codificate în materialul genetic O definitie mai larga a dezvoltarii ontogenetice include toate procesele care au loc între momentul fecundarii si pâna la decesul individului Din motive etice si tehnice este dificila studierea evenimentelor care se produc în cursul dezvoltarii embrionare la om Ca urmare, au fost utilizate o serie de modele experimentale pe animale, care au permis obtinerea unor informatii ce pot fi extrapolate în mare masura la om Acest lucru este posibil deoarece cele mai multe dintre genele si caile implicate în procesele de dezvoltare prezinta un grad foarte înalt de conservare 1 CATEGORII DE GENE IMPLICATE ÎN CONTROLUL DEZVOLTARII Genele implicate în dezvoltarea embrionara codifica diverse componente ale unor cai de semnalizare intercelulara, precum factorii de transcriptie, moleculele de semnalizare si receptorii acestora, componentele matricei extracelulare etc Se cunosc sapte cai de semnalizare majora implicate în procesele de dezvoltare: calea de semnalizare wingless (Wnt), calea TGF-ß (factorul de crestere transformant - beta), calea de semnalizare Hedgehog (Hh), calea RTK (receptor tirozin kinazic), calea JAK/STAT (Janus kinza/transductor a semnalului si activator al transcriptiei), calea Notch si calea receptorilor nucleari Aceste cai sunt implicate în mai multe procese din cursul dezvoltarii embrionare si acest lucru explica asocierea frecventa a mai multor anomalii congenitale ca urmare a mutatiei unei gene unice 1 1 GENE CARE CODIFICA MOLECULE DE SEMNALIZARE PARACRINA SI RECEPTORII ACESTORA Interactiunile dintre celulele vecine sunt mediate adeseori de molecule mici, capabile sa difuzeze pe distante scurte si sa induca un raspuns (semnalizare paracrina) Se cunosc patru familii majore de molecule de semnalizare paracrina: familia FGF (factori de crestere fibroblastica), familia Hedgehog, familia Wingless si familia TGF-ß * Factorii de crestere fibroblastica (FGF) sunt glicoproteine cu omologie înalta care participa la realizarea unor procese biologice diverse: migrarea celulara, cresterea si diferentierea Exista cel putin 23 FGF si 4 receptori (FGFR) FGFR sunt intens exprimati în cursul dezvoltarii osoase, iar mutatii lor determina o serie de boli autosomale dominante, caracterizate prin displazie osoasa (vezi caseta 14 4) * Primul membru al familiei Hedgehog a fost izolat la un mutant de la Drosophila care prezinta tepi într-o zona care este în mod normal neteda (de aceea a fost denumit hedgehog - arici) La vertebrate exista câtiva omologi ai genei hedgehog, cel mai important fiind Sonic hedgehog (Shh) Shh participa la specificarea axelor embrionare (vezi mai jos), inductia placii neurale si modelarea membrelor Mutatii ale SHH determina la om holoprosencefalia (vezi caseta 14 1) Unul dintre receptorii Shh este o proteina transmembranara codificata de o gena numita patched Legarea Shh la receptorul patched determina supresia transcriptiei genelor care codifica membri ai familiilor Wnt si TGF-ß, determinând inhibarea cresterii celulare Mutatiile omologului uman, gena PTC, determina sindromul Gorlin, caracterizat prin anomalii ale coastelor, chisturi maxilare si dezvoltarea de carcinoame cutanate bazocelulare * Familia genelor Wnt este denumita astfel dupa gena wingless de la Drosophila si unul dintre omologii sai la vertebrate: gena integrated Gena wingless este implicata în stabilirea polaritatii în cursul formarii membrelor la Drosophila, iar echivalentii sai la vertebrate joaca roluri similare Membrii familiei Wnt (cel putin 16 gene Wnt la om) codifica glicoproteine secretate care participa la o gama larga de procese ale dezvoltarii, precum specificarea axei dorso-ventrale (Wnt3), formarea creierului, muschilor, gonadelor (Wnt4), cordului (Wnt11), scheletului (Wnt14) si rinichilor * Superfamilia genelor TGF-ß este alcatuita dintr-un grup larg de gene înrudite structural care codifica proteine ce formeaza homo- sau heterodimeri Membri ai acestei superfamilii sunt familia TGF-ß, familia proteinelor morfogenetice osoase (BMP) si familia activinelor Ele intervin în numeroase procese ale dezvoltarii, precum specificarea axelor (BMP4), dezvoltarea scheletului etc Un exemplu îl constituie proteina morfogenetica derivata din cartilagii (CDMP1) ale carei mutatii produc diverse anomalii scheletice De remarcat ca mutatii diferite ale aceleiasi gene pot determina boli diferite (heterogenitate alelica) De exemplu, o mutatie cu sens gresit este responsabila de producerea brahidactiliei (degete scurte) transmisa AD Indivizii care sunt homozigoti pentru o duplicatie de 22 pb în aceeasi gena asociaza brahidactilia cu scurtarea oaselor lungi ale membrelor (displazia acromesomelica - boala transmisa AR) În sfârsit, o mutatie cu sens gresit care are efect dominant negativ determina în stare homozigota condrodisplazia Grebe, boala autosomal recesiva caracterizata prin scurtarea severa a oaselor lungi si a degetelor Caseta 14 1 Holoprosencefalia si mutatiile SHH Definitie si frecventa Holoprosencefalia reprezinta un spectrum de anomalii congenitale caracterizate prin tulburari ale dezvoltarii creierului anterior si ale etajului mijlociu al fetei Este cea mai frecventa tulburare de dezvoltare a creierului, având o incidenta de 1 la 10000 pâna la 1 la 20000 de nou-nascuti Boala este de doua ori mai frecventa la sexul feminin Manifestari clinice Semnele clinice cardinale ale holoprosencefaliei sunt despicatura labiala si palatina, hipotelorismul (distanta interoculara redusa) si absenta separarii lobilor frontali Severitatea manifestarilor clinice este însa extrem de variata, de la forme usoare, caracterizate doar prin prezenta unui incisiv central superior unic sau absenta partiala a corpului calos, pâna la forme severe cu ciclopie (ochi unic pe linia mediana), nas cu narina unica (proboscis), absenta completa a fisurii intercerebrale si microcefalie Retardul mintal este prezent la aproape toti pacientii si este corelat cu severitatea malformatiilor SNC Etiologie Holoprosencefalia este determinata de cauze multiple, de la anomalii cromosomice (25-50% din cazuri), la mutatii monogenice si factori de mediu precum diabetul matern Boala poate sa apara izolat sau în cadrul unor sindroame diverse precum sindromul Smith-Lemli-Opitz Formele nonsindromice de boala pot fi transmise autosomal dominant sau recesiv, ori legat de X Mutatiile SHH (Sonic hedgehog), gena localizata pe cromosomul 7q36 au fost primele identificate drept cauza genetica a holoprosencefaliei Ele sunt responsabile pentru aproximativ 30-40% din formele nonsindromice familiale, transmise autosomal dominant, dar pe ansamblu explica sub 5% din cazurile de holoprosencefalie Patogenie si aspecte genetice SHH codifica o proteina secretata la nivelul notocordului si planseului placii neurale, determinând un gradient de concentratie care dirijeaza dezvoltarea si organizarea diferitelor tipuri de celule si tesuturi la nivelul creierului si maduvei spinarii SHH este produsa de asemeni la nivelul unui mic grup de celule ale mugurilor membrelor, realizând asa-numita zona de activitate de polarizare, care este responsabila de dezvoltarea asimetrica a degetelor Mutatiile SHH ce determina holoprosencefalia sunt mutatii cu pierderea functiei Transmiterea dominanta a bolii demonstreaza haploinsuficienta care reflecta probabil alterarea magnitudinii gradientului de concentratie a proteinei, caracteristica cheie în functionarea sa Expresivitatea variabila a bolii este explicata în parte de implicarea unor mutatii diverse ale genei, dar asemenea diferente fenotipice pot fi întâlnite si în cadrul aceleiasi familii, ceea ce presupune interventia unor gene modificatoare sau a unor factori de mediu Sfat genetic si diagnostic prenatal Riscul mamelor diabetice de a da nastere unui copil cu holoprosencefalie este de 1% În cazul formelor asociate unor anomalii cromosomice, riscul de recurenta depinde de prezenta acelei anomalii la unul dintre parinti si de tipul particular al anomaliei citogenetice În formele dominante de boala penetranta mutatiei este de aproximativ 70% Trebuie insistat pe un examen clinic detaliat al parintilor care pot prezenta forme subtile de boala, precum un incisiv central superior unic sau absenta frenulei În formele fara istoric familial sau anomalii citogenetice asociate riscul empiric de recurenta este de 4-5% Testarea genetica pentru analiza mutatiilor SHH nu este disponibila în prezent în practica clinica Formele severe de boala pot fi detectate prin ultrasonografie la 16-18 saptamâni de gestatie 1 2 GENE CARE CODIFICA FACTORI DE TRANSCRIPTIE Factorii de transcriptie sunt ultima veriga din caile se semnalizare intracelulara care intervin în controlul dezvoltarii Asa sunt factorii de transcriptie din familia GLI (calea de semnalizare Hedgehog) sau factorii de semnalizare TCF (calea de semnalizare Wingless) Exista numeroase familii de factori de transcriptie care îndeplinesc roluri majore în controlul dezvoltarii, mutatiile lor determinând anomalii congenitale diverse (vezi bolile produse prin mutatii ale unor factori de transcriptie - tabelul 11 4) Exemple de gene care codifica factori de transcriptie cu rol major în controlul dezvoltarii sunt genele homeobox precum familiile HOX (39 gene la om), PAX (9 gene), EMX (2 gene) si MSX (2 gene), gene cu caseta HMG (high mobility group) precum familia genelor SOX (20 gene) si gene cu caseta T, precum familia genelor TBX (15 gene la om) Domeniul HMG al proteinelor SOX pare sa activeze transcriptia indirect, prin facilitarea contactului altor factori de transcriptie cu regiunea promotor a genelor tinta Genele SOX actioneaza în diverse cai ale dezvoltarii Astfel, gena SOX9 este exprimata în creasta genitala la ambele sexe, dar este hiperexprimata la sexul masculin si inhibata la sexul feminin înainte de debutul diferentierii gonadelor SOX9 regleaza de asemeni condrogeneza, controlând expresia genei pentru colagen COL2A1 Mutatiile SOX9 determina o boala numita displazia campomelica, caracterizata prin defecte scheletice si inversiune sexuala (femei XY) Mutatiile într-o gena înrudita, SOX10, determina sindromul Waardenburg-Shah, caracterizat prin boala Hirschsprung (hipomotilitatea colonului cu megacolon congenital datorita reducerii numarului celulelor nervoase enterice), tulburari de pigmentare si surditate Genele HOX au un rol major în specificarea axei antero-posterioare Ele vor fi discutate pe larg în cadrul subcapitolului referitor la specificarea axei antero-posterioare Genele PAX au rol major în dezvoltarea unor organe (de exemplu gena PAX6 în dezvoltarea ochiului) Genele EMX sunt importante în dezvoltarea creierului (mutatii ale EMX1 determina schizencefalie), în timp ce genele MSX sunt implicate în dezvoltarea scheletului În sfarsit, genele TBX au rol major în dezvoltarea axei antero-posterioare a embrionului 1 3 GENE CARE CODIFICA PROTEINE ALE MATRICEI EXTRACELULARE Proteinele matricei extracelulare sunt macromolecule secretate care îndeplinesc un rol major în organizarea tuturor tesuturilor si organelor Tipurile de proteine ale matricii extracelulare au fost prezentate în capitolul 11 C 3 Aceste proteine nu sunt însa doar simple elemente de structura, ci pot media si o serie de procese extrem de importante în cursul dezvoltarii, precum migrarea celulara Asa se explica faptul ca mutatii ale unor gene care codifica asemenea proteine pot determina boli caracterizate prin aparitia unor defecte de dezvoltare Exemple sunt sindromul Marfan, produs prin mutatii ale genei pentru fibrilina 1, sau stenoza aortica supravalvulara produsa prin mutatii ale genei care codifica elastina 2 PROCESE MAJORE ÎN CADRUL DEZVOLTARII EMBRIONARE Din punct de vedere temporal se pot deosebi doua perioade majore în cadrul dezvoltarii embrionare * Perioada embrionara precoce se întinde între momentul fertilizarii si gastrulatie si se caracterizeaza prin dobândirea aspectului trilamelar al embrionului (ectoderm, endoderm si mezodem) Aceasta etapa este dominata de procesele de diferentierea celulara precoce precum si de specificarea axelor, ambele procese având un rol major în dezvoltarea planului organismului * Etapa embrionara tardiva este marcata de interactiunile dintre progamele specifice ale diferitelor tipuri celulre, care vor avea ca rezultat procesele morfogenetice intense de organogeneza Continua, de asemenea, procesele de diferentiere celulara care vor conduce la formarea celulelor de tip adult 2 1 ETAPA EMBRIONARA PRECOCE - DEZVOLTAREA PLANULUI ORGANISMULUI a Diferentierea celulara precoce Toate celulele derivate, prin mitoza, din zigot vor avea acelasi genom Formarea - prin procesele de diferentiere celulara - a variatelor tipuri de celule specializate care alcatuiesc organismul uman, implica o serie de mecanisme complexe si ierarhizate de reglare a expresiei genice231, prin care în celule diferite morfologic si functional se exprima anumite gene de specialitate232 Expresia lor se afla sub controlul unor gene master (de coordonare) care stabilesc momentul ontogenetic al activarii diferitelor gene de specialitate si adeseori sunt responsabile si de mentinerea celulei într-un anumit stadiu de diferentiere La zigot, înainte de prima diviziune, procesele necesare vietii celulare sunt realizate pe seama proteinelor provenite aproape în exclusivitate de la mama Ca urmare, o serie de factori materni (proteine prezente în citoplasma ovocitului) pot avea un rol esential în cadrul unor procese precoce de reglare a expresiei genice, precum si în stabilirea unei asimetrii a zigotului O data cu prima diviziune a zigotului are loc activarea genomului embrionar care va conduce la sinteza de proteine necesare pentru diviziunile ulterioare de clivare Prin aceste diviziuni se formeaza blastomerele, celule care vor alcatui morula (în stadiul de 16 celule) Morula este formata dintr-un grup de celule externe, mai voluminoase, ce înconjoara un grup de celule interne mai mici Celulele externe vor da nastere celulelor trofoblastice care vor forma corionul, portiunea embrionara a placentei Celulele interne vor constitui, în stadiul de embrion de 32 celule, asa numita masa celulara interna, din care va se va forma embrionul si anexelor sale (sacul vitelin, alantoida si amniosul) Distinctia între trofoblast si masa celulara interna (embrioblast) reprezinta primul eveniment de diferentiere în cursul dezvoltarii embrionare Blastocistul Celulele trofoblastice vor secreta un lichid care se acumuleaza în interiorul morulei, formând o cavitate (blastocel); în acest stadiu embrionul este numit blastocist si are loc procesul de implantare în mucoasa uterina (ziua a 6-a la om) Pâna în acest moment al dezvoltarii embrionare portiuni semnificative ale embrionului pot fi îndepartate fara afectarea dezvoltarii normale a embrionului De exemplu, separarea unui blastocist în doua parti egale poate conduce la dezvoltarea unor gemeni monozigoti Mai mult, un embrion normal se poate dezvolta chiar dintr-o singura celula a masei celulare interne Aceasta capacitate de compensare a unor regiuni care sunt alterate sau îndepartate este denumita dezvoltare reglabila Acest fenomen are consecinte importante pentru reproducerea umana întrucât permite îndepartarea fara consecinte a unor celule pentru diagnosticul preimplantator si protejeaza embrionii împotriva actiunii teratogenilor în cursul primelor doua saptamâni dupa conceptie (raspuns de tipul "totul sau nimic") Gastrulatia În a doua saptamâna de dezvoltare începe procesul de gastrulatie (zilele 14-28) prin care celulele blastocistului migreaza si se rearanjeaza, formând în final embrionul trilaminar, cu cele trei paturi germinative definitive - ectodermul, endodermul si mezodermul Formarea acesturi paturi este o premiza obligatorie pentru etapa urmatoare de organogeneza Gastrulatia include si formarea tesuturilor extraembrionare, ce deriva din trofoblast * Gastrulatia începe cu diferentierea celulelor embrioblastului în doua straturi (discul germinativ bilaminar): unul intern, asa-numitul hipoblast (sau endodermul primitiv) si altul extern, denumit epiblast (care va genera în final întregul embrion) (figura 14 1) * Evenimentul major al gastrulatiei (cu care începe saptamâna a treia a dezvoltarii) este formarea liniei primitive, care apare ca o îngrosare a tesutului epiblastic, cu originea în portiunea posterioara a embrionului (la nivelul nodului Hensen) si orientare antero-posterioara De-a lungul acestei structuri au loc procese intense de migrare a unor celule epiblastice (figura 14 2) care vor forma mai întâi endodermul definitiv si apoi mezodermul; concomitent epiblastul este transformat în ectoderm si astfel se constituie embrionul trilaminar Genele exprimate în timpul gastrulatiei codifica proteine care faciliteaza miscarile celulare - Formarea mezodermului este un element important al gastrulatiei Mezodermul se împarte în cinci componente: notocordul, mezodermul dorsal, intermediar si lateral si mezenchimul capului Notocordul este o structura tranzitorie situata pe linia mediana, care induce formarea tubului neural si este implicat în specificarea axelor Mezodermul dorsal (paraxial) se segmenteaza în somite, care dau nastere elementelor ce formeaza scheletul axial, muschii scheletici si tesutul conjunctiv al tegumentelor Mezodermul intermediar va forma rinichii si aparatul genitourinar Mezodermul placii laterale va constitui cordul, tesutul conjunctiv al viscerelor si elementele conjunctive ale amnionului si corionului În sfârsit, mezenchimul capului va da nastere muschilor capului si muschilor extrinseci ai globilor oculari - Endodermul embrionar va forma tractul digestiv, ficatul si pancreasul, precum si aparatul respirator; endodermul produce, de asemenea, si pungile faringiene care, împreuna cu celule migrate din crestele neurale vor da nastere urechii medii, timusului, paratiroidelor si tiroidei Numeroase structuri derivate din endoderm se realizeaza prin înmugurire si ramificare; aceste procese sunt controlate de factorii de crestere fibroblastica (FGF) si proteinele morfogenetice osoase (BMP) împreuna cu receptorii lor - Ectodermul embrionar va forma epidermul si anexele pielii, sistemul nervos central si periferic, adenohipofiza, glandele parotide si glandele mamare Neurulatia O data ce s-a format embrionul trilamelar, mezodermul dorsal si ectodermul de deasupra vor interactiona si vor induce formarea tubului neural Acest proces numit neurulatie este un un punct critic în dezvoltarea embrionara deoarece initiaza organogeneza si divide ectodermul în trei populatii principale de celule: tubul neural, care va forma creierul si maduva spinarii, epidermul tegumentelor si celulele crestei neurale La om, tubul neural începe sa se închida la nivelul a cinci sedii separate, care corespund localizarilor cele mai frecvente ale defectelor de tub neural, cum sunt anencefalia, encefalocelul occipital si spina bifida lombara Celulele crestei neurale vor migra de la nivelul neuroepiteliului pe rute bine definite catre tesuturile periferice unde se vor diferentia în diferite tipuri de celule precum neuronii senzoriali, melanocitele, neuronii ganglionilor intestinali sau celulele musculare netede Afectarea celulelor crestelor neurale va determina producerea de anomalii aparent necorelate, localizate la distanta, în structurile astfel diferentiate dar care pot fi grupate in aceeasi categorie de afectiuni numite neurocristopatii (vezi caseta 14 2) Caseta 14 2 Neurocritopatiile In 1974, Bolande a introdus conceptul de neurocristopatii referitor la câteva tumori ce implica tesuturi cu aceeasi origine embrionara (feocromocitom, neuroblastom etc); ulterior termenul a fost folosit pentru toate defectele de dezvoltare despre care se poate afirma cu certitudine ca au la origine anomalii ale crestei neurale Celulele crestelor neurale sunt diseminate în tot embrionul si se diferentiaza în structuri dintre cele mai diverse (melanocite, tesutul conjunctiv al fetei, structuri cardiace, sistem nervos enteric etc) astfel încât neurocristopatiile pot fi încadrate în categoria defectelor de câmp politopic Din punctul de vedere al dezvoltarii emrionare, maladii extrem de variate ca aspect clinic si localizare sunt privite ca fiind generate de aceleasi structuri embrionare tranzitorii, crestele neurale derivate din placa neurala Derivatele crestelor neurale, sindroamele asociate si genele implicate sunt urmatoarele: - Rombomere: R2-R3 (primul arc branhial) - sindromul Goldenhar, sindromul Franceschetti (5q32); R4-R5 (al doilea arc branhial) - sindromul Moebius; R6-R8 (al treilea si al patrulea arc branhial) - secventa Pierre Robin, sindromul Velo-cardio-facial (microdeletii 22q11 2 sau 10p14) - Melanoblaste: Piebaldism (cKIT), sindromul Waardenburg (PAX3, MITF) - Neuroblaste : boala Hirschprung (cRET, EDN3, EDNRB, GDNF) - Celule C ale tiroidei si suprarenalelor: MEN 2A, MEN2B, FMTC - Tumori: feocromocitom, neuroblastom, cancer tiroidian medular Caracteristicile esentiale ale dezvoltarii embrionare precoce În acest proces un element important îl constituie evolutia ierarhizata a programelelor de dezvoltare si restrictia progresiva a potentialului de diferentiere (figura 14 3) Asa cum am aratat, celulele din portiunea externa a blastocistului vor da nastere la componenta fetala a placentei si la structurile extraembrionare, în timp ce celulele masei celulare interne vor forma embrionul La fel, din ectodermul primitiv se formeaza neuroectodermul care va genera, printre altele, celulele crestei neurale (ce vor da nastere, de exemplu, melanocitelor si altor tipuri celulare) Cu alte cuvinte, fiecare celula la un moment dat al dezvoltarii se afla într-o anumita etapa a programului sau de dezvoltare, care îi va hotarî soarta sa (cell fate) Modul specific, previzibil si repetabil în care o anumita celula sau regiune embrionara va evolua prin diferentiere pentru a da nastere anumitor structuri specifice se numeste predestinare ("commitment"); prima faza a procesului de atribuire a predestinarii celulare, în care evolutia spre diferentiere a celulei este variabila, în functie de stimulii din mediu extern se numeste specificatie; a doua faza a procesului de atribuire a predestinarii celulare, în care directia de dezvolatre a celulei nu mai poate fi influentata din mediul embrionar exterior (autonomie celulara) se numeste determinare Evolutia ierarhizata a programelor de dezvoltare este realizata în mare masura prin interventia unor factori de transcriptie cu specificitate tisulara, care vor alcatui combinatii specifice pentru anumite structuri Ca urmare, mutatii ale unor asemenea factori de transcriptie vor determina anomalii congenitale care afecteaza preponderent tesuturile la nivelul carora aceste gene sunt exprimate Un exemplu edificator pentru rolul factorilor de transcriptie cu specificitate tisulara este mutatia genei PAX3 care determina sindromul Waardenburg PAX3 este un factor de transcriptie exprimat în cursul dezvoltarii la nivelul crestei neurale, precum si la nivelul mezodermului somitelor, ce va da nastere muschilor scheletici si dermului Mutatiile PAX3 cu pierderea functiei determina sindromul Waardenburg caracterizat prin deficienta dezvoltarii structurilor derivate din creasta neurala, precum melanocitele de la nivelul firelor de par, ochilor si urechii interne, ceea ce conduce la aspectele caracteristice ale bolii: prezenta mesei albe de par frontale, heterocromia iriana si surditatea senzoriala În plus pacientii cu mutatii PAX3 prezinta hipertelorism si, ocazional, anomalii ale extremitatilor superioare ale membrelor (sindromul Waardenburg tip III) Mentinerea diferentierii presupune transmiterea stabila a modelului de expresie genica în succesiunea generatiilor de celule; acest fenomen implica interventia unor mecanisme de reglare epigenetica (modificari specifice ale conformatiei cromatinei si metilarea ADN) Un alt fenomen foarte important în cursul dezvoltarii embrionare precoce îl constituie migrarea celulara (de exemplu, migrarea celulelor crestei neurale, celulelor germinale sau celulelor hematopoietice) Bazele moleculare ale acestor fenomene de migare sunt înca întelese numai partial, dar un rol major i s-a atribuit unei serii de molecule implicate în semnalizarea paracrina sau molecule care asigura adeziunea celulara b Specificarea axelor La om, ca si la restul cordatelor, exista trei axe a caror specificatie joaca un rol major în orientarea planului corpului: axa antero-posterioara, axa dorso-ventrala si axa stânga-dreapta Controlul acestor procese implica interventia unor proteine care mediaza adeseori si alte procese în cursul dezvoltarii, precum organogeneza Specificarea axei antero-posterioare este declansata odata cu formarea liniei primitive La extremitatea anterioara a liniei primitive exista o structura numita nodul Hensen unde are loc expresia genei NODAL (membru al familiei TGF-ß), care este necesara pentru initierea si mentinerea liniei primitive, iar mai târziu are un rol important în formarea axei stânga-dreapta Controlul specificarii axei antero-posterioare este realizat de catre o serie de gene care codifica factori de transcriptie care au un domeniu de legare la ADN numit homeodomeniu Aceste gene numite si gene homeotice sunt reprezentate la om de genele HOX Anumite combinatii ale genelor HOX marcheaza diferite regiuni în lungul axului antero-posterior al corpului si membrelor, determinând o evolutie specifica Mutatiile genelor HOX determina anomalii în modul de dezvoltare a corpului, membrelor si dfieritelor organe Genele homeotice au fost descrise initial la Drosophila233 si numite gene HOM-C Echivalentul lor la om sunt genele HOX Cele 39 de gene sunt grupate în patru regiuni cromosomice care contin fiecare pâna la 11 gene: 11 gene HOXA (1-7, 9-11 si 13, cromosomul 7p15-p14 2), 10 gene HOXB (1-9 si 13, cromosomul 17q21-q22), 9 gene HOXC (4-6 si 8-13, cromosomul 12q13) si 9 gene HOXD (1, 3, 4, si 8-13, cromosomul 2q31-q32) Genele sunt numerotate în functie de omologia lor (genele cu numarul 1 aflându-se în extremitatea 3', iar genele cu numarul 13 în extremitatea 5'); astfel, genele HOXA13, HOXB13, HOXC13 si HOXD13 sunt omologe si numite paralogi Paralogii au un grad mai crescut de omologie decât genele situate la nivelul aceluiasi grup (cluster) de gene Important este faptul ca exprimarea acestor gene se realizeaza în directia 3'-5' de-a lungul axei antero-posterioare a embrionului (coliniaritate spatiala) precum si totodata faptul ca genele situate 3' sunt exprimate mai precoce decat genele situate în pozitia 5' (coliniaritate temporala) Astfel, expresia genei HOXA1 este mai precoce si într-o pozitie anterioara fata de expresia genei HOXA2 (figura 14 4) În realitate exista o suprapunere partiala a regiunilor care exprima un anumit set de gene HOX Combinatiile particulare care rezulta specifica, determina, foarte probabil pozitia celulelor si tesuturilor, determinând regiuni specifice de-a lungul trunchiului si ale membrelor Specificarea axei dorso-ventrale este un proces activ aflat sub controlul a doi centri de semnalizare: nodul Hensen si endodermul visceral anterior care produc semnalele de dorsalizare (Noggina si Chordina) si ventralizare (proteina BMP4) Nodul Hensen contine o serie de celule ce formeaza organizatorul Spemann-Mangold care exprima aproape în exclusivitate doua proteine esentiale: Noggina si Chordina Noggina este o proteina secretata care induce formarea tesutului neural din ectoderm si dorsalizarea mezodermului vecin Chordina este o alta proteina secretata care previne ventralizarea mezodermului dorsalizat În contrast, endodermul ventral anterior secreta proteina BMP4 care induce ventralizarea mezodermului vecin, precum si factorii de transcriptie LIM1, OTX2, HESX1 sau factorul paracrin Cerberus În prezent se stie ca Noggina si Chordina se leaga direct la BMP4 si previn legarea sa la nivelul receptorului corespunzator Ca urmare, organizatorul promoveaza dorsalizarea prin reprimarea semnalului de ventralizare codificat de catre proteina BMP4 (figura 14 5 ) Specificarea axei stânga-dreapta Pozitia finala a organelor dispuse asimetric este dobândita prin mecanisme diferite Unele organe (cord, ficat) se dezvolta initial pe linia mediana, pentru a deveni lateralizate ulterior în cursul dezvoltarii Alte organe (precum unele vase sanguine) se dezvolta initial ca structuri pereche, iar ulterior, prin regresia unuia, lasa o structura lateralizata În sfârsit, exista organe (de exemplu plamânii drept si stâng) care se dezvolta de la început ca organe asimterice fata de linia mediana Intelegerea mecanismelor moleculare care dirijeaza specificarea axei stânga-dreapta s-a realizat prin studii pe modele animale precum si prin studiul unor anomalii congenitale denumite defecte de lateralitate (1 la 10 000 de nasteri), în care acest proces este perturbat Pozitia normala a organelor în raport cu axa stânga-dreapta este numita situs solitus Imaginea completa în oglinda a aranjarii organelor în raport cu aceasta axa este numita situs inversus (de obicei asimptomatica) Modificari în dispozitia unor organe asimetrice, altele având o pozitie normala, sunt denumite situs ambiguus (heterotaxie) Procesul prin care este stabilita asimetria stânga-dreapta poate fi împartit în patru etape (figura 14 6 ) Evenimentul initial pare a fi alterarea simetriei în apropierea nodului Hensen, proces care are loc în stadiul tardiv al formarii santului neurale Celulele din portiunea ventrala a nodului sunt celule monociliate, cilii rotindu-se rapid (600 rpm) în sens orar (priviti din partea ventrala) Aceasta miscare de rotatie determina un flux nodal catre stânga al lichidului extraembrionar din apropierea nodului234, care ar putea fi implicat în transportul unor molecule cheie, precum factorul de diferentiere/crestere tip 1 (GDF1) sau proteina Nodal O legatura între miscarea ciliara si determinarea axei stânga-dreapta a fost suspectata din momentul descoperirii faptului ca sindromul Kartagener - o boala genetica relativ rara care include situs inversus (pozitie în oglinda a organelor interne) În acest sindrom s-a observat pierderea motilitatii cililor epiteliului respirator si al flagelului spermatozoizilor, datorita unor mutatii ale dineinei, o proteina cu activitate motorie asociata microtubulilor Dineina ar putea interactiona cu ZIC3 (proteina cerebelara cu degete de zinc tip 3), un factor de transcriptie din familia GLI localizat pe cromosomul X Mutatii ale acestei gene au fost identificate de asemeni la pacienti cu defecte de lateralitate Alterarea initiala a simetriei determina exprimarea exclusiva pe partea stânga a proteinei Nodal, molecula din familia TGF-ß Actiunea Nodal este inhibata de catre o alta molecula din familia TGF-ß, proteina Lefty2 (LEFTB la om), care actioneaza ca o molecula de feedback negativ Expresia stânga a Nodal si Lefty2 începe, în stadiul de 2-3 somite, într-o mica regiune din vecinatatea nodului, se extinde bidirectional de-a lungul axei antero-posterioare si dispare catre stadiul de 6-7 somite Semnalul indus de Nodal este mediat de catre un factor de transcriere, Pitx2 (la om PITX2, gena implicata în producerea sindromului Rieger) Genele situate în aval, responsabile de morfogeneza asimetrica, nu sunt înca cunoscute În sfârsit, Nodal induce si expresia unei a treia molecule din familia TGF-ß, proteina Lefty1 (la om LEFTA), care actioneaza ca o bariera mediana a semnalelor ce determina specificarea partii stângi a corpului 2 2 ETAPA EMBRIONARA TARDIVA - ORGANOGENEZA Aceasta etapa este dominata de procese intense de morfogeneza care au ca rezultat final constituirea organelor si sistemelor în forma lor finala Continua de asemenea procesele de diferentiere celulara initiate în etapa precedenta, care vor conduce la formarea celulelor înalt diferentiate, de tip adult (precum melanocitele, fibroblastii sau keratinocitele) Evolutia specifica a acestor celule a fost însa deja prestabilita în etapa de dezvoltare embrionara precoce (de exemplu, dezvoltarea melanocitelor are loc din celulele crestei neurale) Proceselor de diferentiere celulara li se adauga procese intense de proliferare celulara care sunt responsabile de cresterea rapida a dimensiunilor embrionului si ulterior a fetusului Între procesele de diferentiere celulara si cele de proliferare exista însa adeseori o relatie de inversa proportionalitate: pe masura cresterii gradului de diferentiere scade potentialul de proliferare, celulele înalt diferentiate fiind frecvent lipsite complet de capacitatea de diviziune celulara Ca urmare, asigurarea proceselor de crestere (inclusiv postnatale), precum si a celor de reparare celulara este posibila în buna parte pe seama celulelor stem Aceste celule îsi pastreaza capacitatea de multiplicare de-a lungul întregii vieti (prin mecanisme complexe, precum mentinerea activitatii telomerazei) În sfârsit, proceselor de proliferare li se adauga si procese inverse, de apoptoza (sau moarte celulara programata) Acest proces este extrem de important în formarea organelor si va fi prezentat separat în cadrul subcapitolului 14 A 3 Un fenomen important care precede organogeneza este formarea modelelor, procesul prin care celulele diferentiate sunt aranjate spatial formând tesuturi si organe Specificarea regionala are loc în mai multe etape: (1) definirea celulelor dintr-o regiune; (2) stabilirea centrelor de semnalizare care furnizeaza informatii pozitionale; (3) diferentierea celulelor din regiunea respectiva ca raspuns la semnale aditionale Spre exemplu, celulele ce vor forma membrele superioare se diferentiaza în condrocite, osteocite etc; aceste celule trebuie însa sa fie aranjate într-un model temporo-spatial care sa formeze un os functional Alte informatii vor stabili daca acest os va deveni humerus, radius sau cubitus si va ocupa o pozitie specifica Pentru formarea modelelor, celulele si tesuturile comunica unele cu altele, folosind diferite cai de semnalizare Asa cum se poate intui însa, o serie de gene care au fost inactive pâna în momentul initierii organogenezei devin active în cursul acestor procese de dezvoltare Mutatiile unor gene care au un rol determinant în aceasta faza sau mutatiile cu efecte letale care perturba evenimentele anterioare ale dezvoltarii pot produce anomalii ale diferitelor structuri si organe În cele ce urmeaza vom prezenta câteva date succinte privitoare la controlul dezvoltarii cordului si membrelor, anomaliile acestora fiind cele mai frecvente anomalii congenitale Dezvoltarea organelor genitale, cea mai bine înteleasa în prezent, va constitui subiectul subcapitolului 14 C a Dezvoltarea cordului Formarea cordului implica o serie de evenimente precis orchestrate (care implica interventia a numeroase si variate gene) Prezentarea reperelor embriologice si a genelor implicate în dezvoltarea cordului urmareste sa demonstreze complexitatea moleculara a acestui proces, redat sintetic în figura 14 7, precum si corelatia dintre mutatiile genelor si diferite malformatii cardiace (caseta 14 3) Malformatiile congenitale de cord sunt cele mai frecvente defecte de dezvoltare (6-8 la 1000 nou-nascuti) si reprezinta principala cauza de deces la copii (excluzând bolile infectioase) Primul eveniment major în dezvoltarea cordului îl constituie specificarea celulelor cardiace - cardiomiocitele Aceste celule iau nastere la scurt timp dupa gastrulatie, la nivelul mezodermului lateral anterior Ele sunt produse ca raspuns la o serie de factori proteici precum proteinele morfogenetice osoase (BMP2 si BMP4) secretate de catre endodermul adiacent Semnalele rezultate determina activarea unor gene ce codifica factorul de transcriptie NKX2 5 (echivalentul genei tinman de la Drosophila), factori de transcriptie din familia GATA (GATA4, 5 si 6) si factori de transcriptie cu caseta T (TBX1 si TBX5) O parte dintre celulele cardiace evolueaza divergent si vor da nastere sistemului de conducere; un rol major în acest proces îl au genele care codifica endotelina 1, conexina 40 si factorul de transcriptie HF1B La scurt timp dupa specificare, celulele musculare cardiace converg de-a lungul liniei mediane ventrale a embrionului si formeaza, în saptamâna a patra, tubul cardiac (ce începe sa pulseze); tubul cardiac prezinta o patura miocardica si una endocardica, separate printr-o matrice extracelulara Aceste proces este guvernat de factori de transcriptie din familia GATA O data format, tubul cardiac sufera o încurbare catre dreapta, acest proces fiind ghidat de catre caile moleculare implicate în stabilirea asimetriei stânga-dreapta (vezi mai sus) Inca înainte de încurbarea tubului cardiac acesta este segmentat de-a lungul axului antero-posterior în precursorii viitoarelor camere ale cordului: sacul aortic, portiunea conotruncala, ventriculii pulmonar si sistemic si atriile Fiecare din aceste camere difera prin caracteristicile sale morfologice si contractile, ca si prin tipurile de gene exprimate Formarea ventriculilor este dependenta de expresia genei IRX4, aflata sub controlul genei NKX2 5 Factorul de transcriptie HAND1 controleaza formarea ventriculului stâng, în timp ce expresia HAND2 si a versicanului guverneaza formarea ventriculului drept Un cofactor pentru dezvoltarea ventriculilor este si proteina MEF2C Dezvoltarea atriilor se afla sub controlul receptorului nuclear orfanic COUP-TFII si a factorului de transcriptie PITX2 Proliferearea cardiomiocitelor este controlata de neuregulina, receptorii ERBB2 si ERBB4 si factori angiogenici precum VEGF si angiopoietina 1 Defecte ale acestor factori asociaza anomalii ale trabeculatiei ventriculare O alta etapa importanta în dezvoltarea cordului este separarea celor patru camere realizata prin dezvoltarea septurilor interatrial, interventricular si formarea valvelor Mediatori majori ai procesului de dezvoltare a septurilor interatrial si interventricular sunt NKX2 5 si TBX5, mutatiile acestor gene fiind descrise la pacienti cu DSA sau DSV (vezi caseta 14 2) Dezvoltarea valvelor atrioventriculare si ventriculoarteriale este mediata în parte de membri ai familiei TGF-ß care induc transformarea celulelor endoteliale precursoare în celule mezenchimale Alti mediatori sunt genele NFATC (factor nuclear dependent de calcineurina) si SMAD6 (mutatiile lor determina la soareci valve îngrosate si cu aspect gelatinos, asemanatoare cu cele întâlnite în bolile umane) In sfârsit, separarea circulatiei sistemice de circulatia pulmonara este asigurata în parte pe seama migrarii celulelor crestei neurale care vor separa trunchiul arterial în aorta si artera pulmonara si vor da nastere portiunii conotruncale a septului ventricular Celulele crestei neurale au de asemeni rol în dezvoltarea canalului arterial si a portiunilor proximale ale aortei, arterelor subclaviculare, carotide si pulmonare Perturbari ale specificarii sau migrarii celulelor crestei neurale au drept consecinta anomalii ale acestor regiuni care constituie circa 30% din toate anomaliile cardiace la om Printre factorii care controleaza migrarea si dezvoltarea celulelor crestei neurale se numara endotelina 1 (EDN1) si receptorul sau tip A, precum si neuropilina 1 Dezvoltarea arcului aortic IV care va conduce la formarea crosei aortice se afla sub controlul factorilor de transcriptie MFH1 si PAX3 si a receptorilor pentru acidul retinoic, în timp ce factorul de transcriptie TFAP2B controleaza dezvoltarea arcului aortic VI care da nastere canalului arterial Formarea cordului se termina la sfârsitul saptamânii a zecea Caseta 14 3 Sindroame genetice asociate cu malformatii cardiace Sindromul DiGeorge sau velocardiofacial (OMIM 188400) este determinat de o microdeletie de 3 Mb în regiunea 22q11 Aceasta produce anomalii de dezvoltare ale crestei neurale, care determina defecte conotruncale si ale arcului aortic, despicatura palatina, hipoplazia timusului si glandelor paratiroide Este foarte probabil ca una dintre cele aproximativ 30 de gene prezente în acesta regiune sa fie implicata în controlul dezvoltarii crestei neurale Multe forme familiale de defecte septale atriale si tulburari de conducere (OMIM 108900) au fost identificate ca fiind determinate de mutatii ale genei NKX2E Mutatii sporadice ale NKX2E au fost identificate de asemeni la pacienti cu tetralogie Fallot sau anomalii ale valvei tricuspide Asocierea unor mutatii specifice care determina pierderea functiei ale NKX2E cu anumite anomalii cardiace sugereaza interventia unor domenii functionale diferite ale proteinei în diverse procese din cursul dezvoltarii cordului Sindromul Holt-Oram (OMIM 142900) este caracterizat prin defecte septale atriale sau ventriculare asociate cu anomalii ale membrelor si este determinat de mutatii ale genei TBX5 Mutatiile responsabile pentru producerea DSA si DSV sunt grupate în regiuni diferite ale genei, ceea ce sugereaza asocierea în aval a unor cofactori diferiti, cu specificitate tisulara Sindromul Alagille (OMIM 118450) este o boala autosomal dominanta caracterizata prin atrezie biliara si anomalii cardiace, tipice fiind stenoza arterei pulmonare si tetralogia Fallot Boala este determinata de mutatii ale genei JAG1 (Jagged-1), un ligand pentru receptorul Notch Forme izolate de stenoza pulmonara sau tetralogie Fallot au fost asociate de asemeni cu mutatii ale JAG1 Sindromul Char (OMIM 169100) este o boala autosomal dominanta caracterizata prin persistenta canalului arterial, anomalii ale mâinilor si dismorfism facial Este produs de mutatii dominant negative ale genei pentru factorul de transcriptie TFAP2B, exprimat în celulele crestei neurale Analiza familiilor cu stenoza aortica supravalvulara (OMIM 185500) si sindrom Marfan (OMIM 154700), ambele boli autosomal dominate, au usurat întelegerea bolilor aortice Ambele sunt determinate prin mutatii ale unor proteine structurale de la nivelul tesutului conjunctiv Stenoza aortica supravalvulara, care este o caracteristica a sindromului Williams (OMIM 194050), este determinata de mutatii ale elastinei, în timp ce sindromul Marfan, caracterizat prin dilatarea anevrismala a aortei ascendente, este determinat de mutatii ale fibrilinei 1 b Dezvoltarea membrelor Anomaliile membrelor sunt pe locul doi ca frecventa dupa anomaliile cardiace Studiul sindroamelor care asociaza anomalii de dezvoltare ale membrelor, ca si posibilitatile mai facile de studiu experimental au permis identificarea a numeroase gene care controleaza dezvoltarea membrelor (caseta 14 4) Originea membrelor este la nivelul unor muguri care iau nastere în mezodermul placii laterale si mezodermul somitic si care sunt acoperiti de ectoderm Acesti muguri cresc catre exterior si îsi modifica forma iar celulele care îi alcatuiesc vor da nastere la diferitele tesuturi componente într-o secventa care evolueaza în directie proximo-distala Aspectul fundamental în cadrul dezvoltarii membrelor este informarea celulelor mugurilor de origine asupra pozitiei lor de-a lungul celor trei axe si apoi interpretarea acestei informatii în scopul de a da nastere structurilor corespunzatoare Exista trei regiuni (figura 14 8) care sunt implicate în semnalizarea pozitiei celulare: creasta ectodermala apicala mediaza cresterea mugurilor membrelor de-a lungul axei proximo-distale, ectodermul dorsal guverneaza modelarea dorso-ventrala a membrelor, în timp ce asa-numita regiune de polarizare a activitatii controleaza dezvoltarea antero-posterioara Fiecare dintre aceste regiuni îsi mediaza efectul prin intermediul unor clase de molecule de semnalizare * Astfel, creasta ectodermala apicala exprima intens proteine din familia factorilor de crestere fibroblastica: FGF8 si FGF10 sunt exprimate precoce la acest nivel, în timp ce FGF2, FGF4 si FGF9 sunt exprimate mai târziu si doar în portiunea posterioara a crestei, numita si zona de progresie De asemeni are loc expresia receptorilor tip 1, 2 si 3 pentru acesti factori Mutatiile lor sunt implicate în producerea unor sindroame cu anomalii de dezvoltare a membrelor (vezi caseta 14 3) * Anterior de diferentierea crestei ectodermale apicale, ectodermul dorsal exprima intens proteina WNT7A care este responsabila de dorsalizarea mezodermului vecin * Principalele componente ale cailor de semnalizare asociate regiunii de polarizare a activitatii sunt acidul retinoic, proteina SHH (Sonic hedgehog) si proteine din familia BMP, în particular BMP2 Toate aceste componente ale cailor de semnalizare sunt coordonate între ele, astfel încât asigura dezvoltarea corecta a segmentelor membrelor de-a lungul celor trei axe Ca urmare a acestor semnale de pozitionare este indusa expresia spatiala si temporala caracteristica a unor gene care sunt responsabile de dezvoltarea propriu-zisa a diferitelor structuri ale membrelor Cei mai importanti mediatori sunt gene din familiile HOX, SALL, LMX si TBX, toate codificând factori de transcriptie Mutatiile acestor gene au fost descrise în diverse sindroame asociate cu anomalii de dezvoltare ale membrelor Astfel, genele HOXA9 - HOXA13 si HOXD9 - HOXD13 sunt exprimate în domenii suprapuse la nivelul mugurilor membrelor, genele din pozitia 5' (vezi specificarea axei antero-posterioare) fiind exprimate mai târziu si mai distal Genele din familia SALL par a fi implicate specific în modelarea degetelor LMX1 este exprimata în mezenchimul dorsal, în timp ce genele din familia TBX par a fi implicate în modelarea dezvoltarii antero-posterioare Diferentierea între membrele superioare si inferioare este controlata prin intermediul unor gene precum cele din familia TBX: TBX5 este exprimata specific la nivelul membrelor superioare, în timp ce TBX4 este exprimata la nivelul membrelor inferioare O problema importanta este si diferentierea tesuturilor componente ale membrelor O prima informatie asupra mecanismelor implicate este expresia specifica a genei homeobox MEOX2 la nivelul celulelor care vor da nastere muschilor membrelor Caseta 14 4 Cauze genetice ale anomaliilor membrelor la om Acondroplazia (OMIM 100800) este o boala caracterizata prin hipostatura disproportionata si macrocefalie Majoritatea pacientilor prezinta o substitutie glicina-arginina la nivelul domeniului transmembranar al FGFR3 Mutatiile FGFR1 si FGFR2 sunt implicate de asemeni în producerea sindroamelor Pfeiffer (OMIM 101600: hipertrofia primului deget, hipertelorism), Apert (OMIM 101200: fuziuni ale degetelor, hipoplazia etajului mijlociu al fetei) si Jackson-Weiss (OMIM 123150: hipoplazia etajului mijlociu al fetei, anomalii ale piciorului) Mutatiile GLI3, care codifica un factor de transcriptie cu degete de zinc (identificata a fi gena tinta a caii de semnalizare Hedgehog) sunt implicate în producerea sindroamelor Greig (OMIM 175700: anomalii craniene si sindactilie) si Pallister-Hall (OMIM 146510: asocierea hamartoblastoame hipotalamice, hipopituitarism, imperforatie anala si polidactilie postaxiala) Mutatiile genei HOXA13 sunt implicate în producerea sindromului mana-picior-organe genitale (OMIM 140000) caracterizat prin mâini si picioare scurte cu scurtarea primului metacarpian si metatarsian, clinodactilia degetului 5 si fuziuni ale unor oase metacarpiene, la care se adauga la femei anomalii ale organelor genitale precum sept longitudinal vaginal sau uter bicorn Mutatiile HOXD13 sunt implicate în producerea sindactiliei tip II (OMIM 186000), boala în care heterozigotii prezinta fuziuni ale falangelor si degete supranumerare Formele homozigote de boala sunt mult mai severe si asociaza malformatii osoase mai importante ale mâinilor si picioarelor Mutatia cauzatoare a sindactiliei este o expansiune a unui tract polialaninic din domeniul amino-terminal al proteinei Proteina normala contine 15 alanine, în timp ce forma mutanta contine 22 pâna la 24 de alanine Sindromul Townes-Brockes (OMIM 107480) asociaza anomalii ale mâinilor si picioarelor (deget mare trifalangian si alte anomalii osoase), anus imperforat, anomalii ale urechilor si surditate neurosenzoriala moderata Boala este determinata de mutatii ale genei care codifica factorul de transcriptie SALL1 Sindromul unghii-rotula (OMIM 161200) asociaza displazia sau absenta unghiilor cu hipoplazia rotuliana la care se poate adauga uneori nefropatie Boala este determinata de mutatii ale genei LIMX1B Defecte ale elementelor anterioare si posterioare ale membrelor superioare apar în sindromul Holt-Oram (OMIM142900) si respectiv sindromul mamaro-ulnar (OMIM 181450) Sindromul Holt-Oram este determinat de mutatii ale genei TBX5, în timp ce sindromul mamaro-ulnar este rezultatul mutatiilor genei TBX3, care este strâns înlantuita si puternic înrudita cu gena TBX5 3 ROLUL APOPTOZEI ÎN DEZVOLTARE Termenul apoptoza a fost introdus de Kerr si colaboratorii sai în 1980 pentru a defini ansamblul fenomenelor asociate specific cu procesul mortii celulare programate (MCP), adica al mortii survenita în urma activarii autonome, conditionata exclusiv temporal, a unui program de autodistrugere existent în genomul fiecarei celule MCP reprezinta modalitatea eliminarii populatiilor celulare din alcatuirea unor structuri embriofetale precursoare care, dupa ce si-au încheiat misiunea, urmeaza a nu mai fi incluse în formatiunile din care au facut parte Exemple ilustrative sunt rezorbtia membranelor interdigitale, sculptarea cavitatilor, eliminarea organelor si tesuturilor tranzitorii (vestigiile filogenetice - pronefros, mezonefros), remodelarea tisulara, distrugerea neuronilor care, din cauza numarului lor excesiv, nu reusesc sa stabileasca conexiuni sinaptice La adult, apoptoza este esentiala pentru mentinerea homeostaziei mitotice si pentru pastrarea integritatii organismului Prin apoptoza mor celulele infectate cu virusuri, cele al caror genom a suferit leziuni produse de agenti injurianti ambientali: radiatii ultraviolete si ionizante, substante chimice; celulele T autoreactive dotate cu potentialul de a ataca propriile structuri sunt omorâte apoptotic la încheierea raspunsului imun În prezent se accepta, prin consens, ca MCP este orice forma de moarte care nu se datoreaza unor cauze accidentale sau, mai exact, care nu reprezinta rezultatul interventiei intempestive si brutale a unor agenti din afara organismului MCP se asociaza cu o cascada de evenimente morfologice si biochimice caracteristice, care se succed într-o ordine bine determinata Succesiunea evenimentelor care definesc apoptoza este cu totul diferita de cea care corespunde mortii traumatice - necroza (vezi tabelul 14 2) Tabelul 14 2 Principalele caracteristici ale necrozei si apoptozei Caracteristici Necroza Apoptoza Tipul de moarte Catastrofica Programata Cerinte de energie Proces pasiv; nu necesita energie Proces activ realizat cu consum de ATP Modificarea volumului celular Crestere Scadere Modificarea densitatii celulare Scadere Crestere Liza membranei plasmatice În etapa initiala În etapa finala Hidroliza ADN În etapa finala Curând dupa initierea procesului Desfasurarea procesului Rapida Lenta Modificarea organitelor celulare Liza Compactare Cicatrizare Cicatrice fibroasa Fara cicatrice Factori inductori Tulburari nefiziologice: toxine, hipoxie, traumatisme, insulta tisulara masiva Stimuli fiziologici: lipsa factorilor de crestere, semnale extracelulare Celule afectate Grupuri de celule contigue, tesuturi în totalitatea lor Celule individuale Aspectul ADN Fragmente ADN de dimensiuni variate Fragmente ADN reprezentate de multipli de 200pb Celulele care fagociteaza Macrofage Celule adiacente sau macrofage 3 1 DESFASURAREA PROCESULUI DE APOPTOZA Apoptoza este un proces activ prin care sunt eliminate celule individuale, dispersate în întreaga masa a tesuturilor si organelor Procesul se desfasoara în mai multe etape (figura 14 9): * Într-o prima etapa celulele destinate sa moara îsi pierd contactul cu vecinele lor; zonele specializate ale membranelor plasmatice (complexe functionale, microvili) dispar, iar organitele citoplasmatice se compacteaza, pastrându-si însa integritatea structurala; volumul celulelor se reduce ca urmare a pierderii apei, în conditiile în care permeabilitatea plasmalemei ramâne, totusi, nemodificata (celulele sunt capabile sa excluda coloranti vitali) Densitatea de plutire a celulelor este crescuta, fapt caruia i se datoreaza posibilitatea separarii prin centrifugare a celulelor apoptotice În aceasta etapa se produce si deplasarea, de pe fata interna a plasmalemei pe cea externa, a unor molecule lipidice - fosfatidil-serina - încarcate negativ, ce vor servi ca markeri ai initierii apoptozei Celula apoptotica va fi astfel recunoscuta de vecinele lor care se vor pregati sa o fagociteze si sa o digere; * În etapa urmatoare, pe suprafata celulelor apar numeroase pliuri si circumvolutii care includ portiuni dilatate ale cisternelor aparatului Golgi si ale reticulului endoplasmatic neted Fuziunea dilatatiilor cu membrana plasmatica creeaza o serie de cavitati asemanatoare unor cratere În paralel se produc cele mai reprezentative alterari asociate cu apoptoza, si anume cele de la nivelul nucleului Cromatina se condenseaza în mase granulare mari, dispuse pe fata interna a învelisului nuclear De retinut ca în nucleii celulelor angajate în procesul apoptozei se produce o fragmentare intensa a moleculelor de ADN la nivelul filamentelor internucleosomale În consecinta, lungimea minima a fragmentelor va fi egala cu 180-200 nucleotide Fragmentele mai lungi sunt alcatuite din multipli ai acestor numere Separate elecroforetic în gel de poliacrilamida, fragmentele - datorita diferentelor de lungime - se dispun într-o coloana al carei aspect scalariform (ladder) este specific apoptozei * Urmatoarea etapa debuteaza cu fragmentarea nucleilor La scurt timp celulele se cliveaza în corpi apoptotici alcatuiti din resturi nucleare si organite citoplasmatice, puternic condensate, înconjurate de un învelis membranar; * Etapa finala o constituie fagocitarea corpilor apoptotici de catre macrofagele profesioniste sau de catre celulele adiacente; degradarea completa a corpilor apoptotici sub actiunea enzimelor lizozomale ale celulelor care i-au fagocitat dureaza câteva ore Definitorie pentru apoptoza este mentinerea - pâna în stadiul final al procesului - a integritatii structurale si functionale a citomembranelor, conditie obligatorie a prevenirii lezarii celulelor vecine de catre enzimele hidrolitice continute în lizozomii corpilor apoptotici Se explica astfel lipsa raspunsului inflamator, prezervarea arhitecturii tesutului si vindecarea necicatriciala 3 2 GENELE APOPTOZEI SI PRODUSII LOR PROTEICI Primele informatii referitoare la controlul genetic al apoptozei au fost furnizate de cercetarile întreprinse pe viermele nematod Coenorhabditis elegans Dintre genele implicate în apoptoza la C elegans, doua participa direct la traducerea în fapt a deciziei sinuciderii: ced-3 si ced-4 (ced - cell death defective or abnormal) Mutatiile inactivatoare ale acestor doua gene suprima apoptoza si conduc la acumularea unui numar excesiv de celule Actiunea "ucigasa" a genelor ced-3 si ced-4 este antagonizata de gena ced-9, al carei rol este acela de a proteja celulele de moartea programata Ulterior s-a constatat ca moartea programata a celulelor umane este rezultatul interventiei succesive si coordonate a unui numar de proteaze - în mare masura similare cu produsii genelor ced ale C elegans - si ale caror trasaturi unificatoare le reprezinta existenta cisteinei în situsurile lor active si specificitatea actiunii proteolitice exercitate exclusiv la nivelul reziduurilor aspartat ale proteinelor-tinta Acestor trasaturi li se datoreaza denumirea de caspaze (cysteinyl-aspartic - acid - proteases) care le-a fost atribuita Caspazele umane - în numar de 14 - sunt amplu exprimate în toate tipurile celulare, în care se afla sub forma de precursori latenti (procaspaze) Proenzimele inactive sunt alcatuite dintr-un prodomeniu situat la capatul N-terminal, o subunitate mare (~ 20 kD) si una mica (~ 10 kD) Dupa clivare, prodomeniul se elimina, iar subunitatile se heterodimerizeaza Familia caspazelor se împarte în doua subgrupuri: unul care proceseaza citokinele, si altul implicat în apoptoza Primul este alcatuit din caspazele 1, 4, 5, 11, 14 Al doilea include caspazele cu rol de initiator (2, 8, 10) si pe cele cu rol de efector (3,6,7) Initiatorii au prodomenii N-terminale lungi, care se pot cupla, prin intermediul unor molecule-adaptor, cu receptorii de suprafata - ceea ce le permite sa raspunda la stimulii tanatogeni proveniti din afara celulei Activarea caspazelor se realizeaza pe doua cai: extrinseca si intrinseca Calea extrinseca comporta activarea caspazei 8 (si, posibil, 10) Aceasta cale este mediata de receptorii familiei TNF (tumor necrosis factor) si NGF (neuronal growth factor) Familia mai include si receptorii CD95 (FAS, APO1), TNFR1, DR3 (APO3) Dupa cuplarea cu ligandul, receptorii se trimerizeaza si recruteaza proteine adaptor (FADDD - Fas receptor associated with death domain) împreuna cu care determina clivarea procaspazei 8 Aceasta va activa efectorii apoptotici (caspazele 3 si 7), initiind apoptoza Calea intrinseca implica eliberarea din mitocondrii a citocromului c si a AIF (apoptosis inducing factor), provocata de semnale tanatogene, similare sau diferite de cele primite de receptorii Fas/TNF Efluxul de citocrom c este mediat de BAX, o proteina formatoare de canale în membranele mitocondriale Citocromul c citosolic se cupleaza cu APAF1 (apoptotic protease activating factor), si determina - în prezenta ATP - activarea procaspazei 9 Formarea complexului activ - apoptozomul (citocrom c, APAF1, caspaza 9) - reprezinta evenimentul declansator al cascadei caspazelor, care se va amplifica rapid clivând variate substraturi enzimatice si structurale si realizând astfel dezasamblarea sistematica si ordonata a celulelor muribunde Câteva dintre caspazele umane sunt prezentate în tabelul 14 3 Tabelul 14 3 Exemple de caspaze umane Caspaza Substraturi Localizarea genei Caspaza 1 Pro-IL 1 Caspaza 3 PARP, U1 70kD, protein kinaza c, hungtintina, RB 4q33 Caspaza 8 Toate celelalte procaspaze 2q33 Caspaza 9 PARP, procaspaza 3 ? Caspaza 10 Toate celelalte procaspaze 2q33 O alta cale de autodistrugere, utilizata în special de neuroni, este cea care nu recurge la activarea caspazelor, ci la eliberarea - în momentul receptionarii semnalului tanatogen - a unei proteine situata în spatiul intermembranar al mitocondriilor, denumita factorul inductor al apoptozei (AIF) Proteina AIF migreaza în nucleu, unde se leaga la moleculele ADN carora le produce rupturi bicatenare, incompatibile cu viata Tintele caspazelor, al caror numar este mai mare de 100, sunt extrem de variate: * constituenti ai învelisului nuclear (lamina), * proteine care intra în alcatuirea citoscheletului (gelsolina, fodrina, actina), * enzime implicate în perceperea si repararea leziunilor ADN, * poli(ADP-riboza) polimeraza - PARP, * protein kinaza dependenta de ADN (DNA-PK), * ribonucleoproteina U1, * factorul DFF (DNA fragmentation factor) care mediaza clivarea internucleozomala a ADN Ca urmare a actiunii caspazelor, celulele muribunde se detaseaza de vecinele lor, se sfericizeaza, ceea ce le faciliteaza ingestia de catre macrofage 3 3 REGLATORI AI APOPTOZEI Modularea raspunsului celular la semnalele tanatogene extrinseci sau intrinseci comporta exprimarea diferentiala si interactiunea complexa a unor gene aflate în relatii de antagonism: unele confera rezistenta, în timp ce altele cresc susceptibilitatea la apoptoza În prezent se cunosc 18 gene cu rol pozitiv sau negativ în reglarea programului mortii apoptotice a celulelor umane Ele apartin familiei BCL2 si se împart, în functie de structura si rolurile pe care le îndeplinesc, în trei subgrupuri, dintre care reprezentative sunt BCL2, BCLXL, cu rol antiapoptotic, BAX si BAK stimulatori ai apoptozei; acceleratori ai apoptozei sunt, de asemenea, BID si BAD Protooncogena BCL2 a fost identificata prin clonarea si analiza regiunii cromosomice 18q21, implicata în translocatia t(14;18) Aceasta translocatie, prezenta în 85% din limfoamele foliculare cu celule B, plaseaza protooncogena BCL2 în proximitatea locusului activator IGH (locusul genei lanturilor grele ale imunoglobulinelor) În urma translocatiei, nivelul exprimarii genei BCL2 în limfocitele B creste substantial Supraexprimarea genei BCL2 în celulele B foliculare determina capacitatea de a se sustrage controlului mecanismelor inductoare ale apoptozei si, o data cu aceasta, rezistenta sporita la agentii citotoxici Consecinta o reprezinta expansiunea populatiei de celule B purtatoare ale t(14;18), realizata nu prin intensificarea proliferarii, ci pe seama cresterii duratei lor de viata Alti membrii ai familiei BCL2 - proteinele BAX, BAK, BAD si BID - interfereaza cu BCL2 si cu BCLXL, facilitând initierea apoptozei BAX inactiveaza BCL2 intervenind astfel în modularea raspunsului apoptotic Factorii declansatori ai apoptozei actioneaza din afara sau din interiorul celulei Factorii externi sunt reprezentati de stresul oxidativ exogen; ischemia moderata, excitotoxine (glutamat, fluxuri ionice), carenta factorilor trofici (reducerea gradului de ocupare a receptorilor), stimuli tanatogeni (TNF-alfa1, corticosteroizi), toxine (beta amiloidul) Factorii interni includ substantele toxice rezultate din metabolismul celular, formele mutante ale SOD1, semnale celulare, stresul celular, cresterea permeabilitatii membranelor mitocondriale si efluxul subsecvent de citocrom c, cuplarea liganzilor la receptor, activarea caspazelor, exprimarea genelor tanatogene, depletia semnalelor pozitive (NGF, interleukina-2), receptionarea de semnale negative (cresterea nivelului intracelular al oxidantilor), leziunile produse la nivelul moleculelor ADN 3 4 APOPTOZA SI PATOLOGIA UMANA Diferite boli umane se asociaza cu inhibitia apoptozei sau cu apoptoza excesiva * În unele cancere, expansiunea populatiilor celulare maligne se datoreaza, cel putin în fazele de început, nu proliferarii excesive, ci prelungirii duratei de viata a elementelor componente, devenite refractare la semnalele apoptotice Activarea protooncogenei Bcl-2 se produce pe parcursul evolutiei multora dintre tumorile umane Alterarile genei p53, prezente în 50-65% din cancerele umane, reduc susceptibilitatea la agentii genotoxici si abroga raspunsul apoptotic * Înlaturarea limfocitelor potential autoreactive si a surplusului de celule generat în cursul raspunsului imun se realizeaza prin apoptoza Dereglarile mecanismelor apoptozei si consecutiva persistenta în organism a acestor populatii limfocitare, pot antrena dezvoltarea unor boli autoimune * Apoptoza reprezinta un mecanism major de aparare a organismului împotriva infectiilor virale Integrarea provirusilor în genomul nuclear declanseaza semnale apoptotice în urma carora celulele infectate îsi activeaza endonucleazele care vor produce, pe lânga clivarea propriului ADN, si pe cea a ADN viral Sinucigându-se, celulele infectate împiedica propagarea virusilor * Rata înalta a pierderii apoptotice a unor seturi specifice de neuroni constituie trasatura definitorie a unei serii de boli neurologice În boala Alzheimer, deperditia neuronala a fost considerata a se datora acumularii de beta amiloid cu actiune proapoptotica Recent s-a aratat însa ca gena stm2 de pe cromozomul 1, înlantuita cu forma familiala a bolii Alzheimer, codifica o proteina care induce apoptoza neuronala indiferent de prezenta peptidului beta-amiloid Formele familiale cu debut la vârsta adulta ale sclerozei laterale amiotrofice se datoreaza mutatiilor genei care codifica Cu-Zn superoxid dismutaza citosolica (SOD1) În conditiile diminarii activitatii SOD1 consecutiva alterarii mutationale a genei care o codifica, speciile reactive de oxigen vor provoca leziuni ireversibile care, acumulându-se în motoneuroni, îi vor determina sa-si activeze programul apoptotic Potrivit unor date foarte recente, în neuronii pacientilor cu boala Huntington sunt prezente formele active ale caspazelor 8 si 9, precum si citocrom c citosolic Progresele recente în întelegerea mecanismelor care guverneaza moartea celulara programata creeaza premisele elaborarii într-un viitor nu prea îndepartat a strategiilor terapeutice prin care sa se contracareze factorii determinanti ai inhibitiei si excesului apoptozei 4 SENESCENTA Senescenta sau îmbatrânirea este considerata ultima etapa a procesului complex al dezvoltarii tuturor organismelor Senescenta este un proces inexorabil care se refera la o serie de modificari postmaturationale ce determina diminuarea homeostaziei si cresterea vulnerabilitatii organismului In discutiile despre senescenta doi parametri importanti sunt durata medie de viata (care se refera la vârsta pâna la care supravietuieste 50% din populatia studiata) si potentialul maxim de supravietuire (care se refera la durata de viata maxima a oricarui membru din acea populatie sau din cadrul speciei) De-a lungul timpului durata medie de viata a crescut continuu, dar, cu toate acestea, potentialul maxim de supravietuire ramâne neschimbat Potentialul maxim de supravietuire pare sa fie specific fiecarei specii, ceea ce implica interventia unei componente genetice importante în controlul ratei de îmbatrânire Astfel, studiul fosilelor umane arata ca, în urma cu 50000 de ani, oamenii depaseau rareori vârsta de 40 de ani Datorita îmbunatatirii conditiilor sanitare care au redus marcat morbiditatea, durata medie de viata a depasit 50 de ani catre 1900 iar în prezent este în jur de 80 de ani în tarile dezvoltate (70 de ani în România) Femeia cu cea mai îndelungata supravietuire documentata a fost Jeanne Calment care a murit în Franta la vârsta de 122 de ani în august 1997 Barbatul cu cea mai îndelungata supravietuire documentata a fost Cristian Mortensen care a murit în San Francisco în 1998 la vârsta de 115 ani Exista mai multe teorii care încearca sa explice mecanismele implicate în procesele de îmbatrânire Ele pot fi grupate în doua mari categorii: teoriile evenimentelor stocastice si teoriile evolutionar-genetice Teoriile stocastice considera senescenta rezultatul unor alterari întâmplatoare ale unor molecule vitale, precum mutatiile ADN ori modificarile post-translationale ale proteinelor Teoriile evolutionar-genetice considera senescenta drept ultima etapa în cadrul unui program continuu de dezvoltare si maturare care începe în momentul formarii zigotului si se finalizeaza prin decesul individului Nici una dintre aceste teorii nu este însa capabila sa explice în întregime complexitatea proceselor care au loc în cursul senescentei Cel mai probabil este ca evenimentele genetice sunt dominante în cursul fazei initiale a vietii, pentru ca ulterior sa domine evenimentele stocastice (figura 14 10) Din punct de vedere al evolutiei speciei este necesara asigurarea supravietuirii pâna la dobândirea capacitatii reproductive si, ulterior, a celei de a-si îngriji urmasilor, pâna când acestia ating la rândul lor capacitatea de a procrea În acest context exista trei categorii de gene care ar putea fi implicate în senescenta: cele care regleaza procesele de reparare la nivel somatic, gene cu pleiotropie antagonista (care îmbunatatesc supravietuirea sau reproducerea în faza initiala a vietii, dar au efecte dezavantajoase asupra longevitatii - exemplu genele implicate în sinteza testosteronului) si gene specifice fiecarei specii asupra carora actioneaza mutatii ce apar târziu în cursul vietii si pentru care exista o presiune evolutiva redusa Pe de alta parte, teoriile stocastice sustin ca senescenta este determinata de acumularea unor leziuni întâmplatoare pâna la nivele suficiente pentru a determina declinul unor procese fiziologice, caracteristic îmbatrânirii 4 1 MECANISMELE ÎMBATRÂNIRII Urmatoarele mecanisme celulare si moleculare sunt considerate esentiale în generarea proceselor de îmbatrânire: * Scurtarea progresiva a telomerelor, o data cu fiecare diviziune, duce la oprirea ciclului celular dupa un anumit numar de duplicari, ca un mecanism de "numarare" a diviziunile celulare Scurtarea excesiva poate determina deletia unor gene esentiale pentru supravietuire si ca urmare atingerea unei dimensiuni critice care nu mai permite ulterior proliferarea si care determina moartea celulara (vezi capitolul 5) * Mutatii ale genelor de inactivare a transcriptiei duc la sinteza unor proteine ce nu se încadreaza în economia celulara corespunzatoare acelui moment (sunt sintetizate numai în anumite perioade ale vietii) sau chiar a unor proteine anormale ce determina pierderea functiei celulare * Acumularea mutatiilor în molecula ADN fie prin erori de replicare fie prin mutatii induse, precum si defectele separarii cromosomilor în cursul diviziunii pot duce la oprirea progresiei prin ciclul celular, deci a proliferarii * Modificari calitative si cantitative ale expresiei ADN ribosomal ce duc la limitarea transcriptiei secventelor repetitive ADNr sau la micsorarea secventei respective copiate, datorita hiperrecombinarilor declansate prin mutatii ale topoizomerazelor sau helicazelor Consecinta este scaderea numarului de ribozomi si implicit a sintezei de proteine urmata de aparitia unui fenotip senescent Acumularea mutatiilor la nivelul ADN Pe parcursul vietii se produc numeroase mutatii la nivel somatic Aceste mutatii au surse variate si sunt reparate prin interventia unor mecanisme complexe (vezi capitolul 6) O parte dintre aceste mutatii ramân însa nereparate, iar acumularea lor progresiva poate atinge un "prag" care corespunde aparitiei modificarilor morfo-functionale caracteristice senescentei În plus, este posibil ca însasi mecanismele de reparare ale leziunilor ADN sa sufere un declin treptat, o data cu îmbatrânirea O dimensiune cu totul particulara o prezinta acumularea mutatiilor la nivelul ADNmt Principala sursa a mutatiilor la acest nivel sunt speciile reactive de oxigen care apar în cursul metabolismului aerob (radicalul superoxid, peroxidul de hidrogen si radicalul hidroxil) Mutatiile ADNmt au drept rezultat reducerea treptata a capacitatilor bioenergetice, ceea ce poate conduce eventual la senescenta si moarte celulara Pe de alta parte, restrictia calorica sau o serie de agenti care reduc stress-ul oxidativ, precum coenzima Q10, tocoferolul, nicotinamida sau acidul ascorbic s-au dovedit în unele studii epidemiologice a avea efecte benefice asupra longevitatii Exista numeroase dovezi care atesta acumularea exponentiala, în paralel cu înaintarea în vârsta, a mutatiilor ADNmt induse de radicalii liberi de oxigen, în special la nivelul muschilor scheletici, cordului si creierului Asemenea mutatii par sa aiba un rol important în patogenia unor boli asociate senescentei, cum sunt precum boala Alzheimer, boala Parkinson ori coreea Huntington, precum si în numeroase miopatii scheletice si cardiace Exista unele date care atesta existenta unei asocieri între anumite variante ale ADNmt si longevitate Astfel, asa-numitul haplotip "J" a fost gasit într-un procent semnificativ mai mare la centenarieni decât la subiectii tineri Acelasi haplotip mitocondrial pare însa paradoxal a fi asociat si unor boli multifactoriale, ceea ce duce la ipoteza efectului pleiotropic antagonist al unor gene care exercita efecte defavorabile la indivizii tineri dar asigura o mai buna sanatate la vârste înaintate Data fiind transmiterea exclusiv materna a ADNmt, în prezent se deruleaza studii care testeaza ipoteza determinismului matern al longevitatii 4 2 GENE ALE LONGEVITATII Asa cum am precizat deja, exista dovezi numeroase ca durata maxima de supravietuire a fiecarei specii este sub control genetic Cu toate acestea, heritabilitatea nu depaseste probabil 35% În pofida acestei ponderi relativ reduse, o serie de mutatii genetice pot afecta însa dramatic procesul de senescenta Studiile efectuate pe organisme inferioare au permis identificarea unor asemenea gene ale longevitatii Ele actioneaza pe diferite cai, precum modularea raspunsului la stres, a statusului nutritional, cresterea capacitatii metabolice sau atenuarea genelor care promoveaza îmbatrânirea Mutatii experimentale ale unor asemenea gene au permis modificarea considerabila a duratei de viata la aceste specii Studiile efectuate la mamifere au permis identificarea unor gene ale sistemului imunitar sau care regleaza dezvoltarea glandei hipofizare drept determinanti ai longevitatii În plus, o serie de studii epidemiologice la om au permis asocierea unor variante alelice ale unor gene cu prelungirea supravietuirii Printre acestea se numara alela epsilon 2 a apolipoproteinei E sau alela D (deletie) a genei pentru enzima de conversie a angiotensinogenului care au fost gasite mult mai frecvent la centenarieni O alta dovada pentru contributia genetica în determinismul longevitatii o constituie asocierea familiala a indivizilor cu supravietuire îndelungata Studiile de înlantuire în asemenea familii au permis identificarea unui locus la nivelul cromosomului 4 care este ascociat în longevitatea exceptionala Desi nu exista nici o boala genetica care sa reprezinte o fenocopie exacta a îmbatrânirii normale, sunt cunoscute câteva sindroame precum Hutchinson-Gilford (progeria "clasica" sau "a copilului"), sindromul Werner (progeria "adultului") ori sindromul Down (trisomia 21) care prezinta unele caracteristici de îmbatrânire accelerata (vezi caseta 14 5) Caseta 14 5 Sindroame genetice cu îmbatrânire accelerata Sindromul Hutchinson-Gilford (OMIM 176670) este o afectiune extrem de rara, transmisa autosomal recesiv, în care manifestarile caracteristice îmbatrânirii precoce încep sa se dezvolte la câtiva ani de la nastere Acestea includ ridarea tegumentelor, tulburari de crestere si ateroscleroza avansata, care determina adeseori decesul prin infarct miocardic în jurul vârstei de 30 de ani Recent, mutatii punctiforme ale laminei A, o proteina localizata la nivelul membranei nucleare interne, au fost evidentiate drept cauza a bolii Sindromul Werner (OMIM 277700) este o afectiune transmisa autosomal recesiv în care pacientii dezvolta prematur ateroscleroza, cataracta, intoleranta la glucoza, osteoporoza, încaruntire precoce, calvitie, atrofie cutanata si menopauza Cu toate acestea ei nu sufera deobicei de boala Alzheimer sau de hipertensiune arteriala Pacientii au de asemeni un risc crescut pentru dezvoltarea tumorilor sarcomatoase si dezvolta cataracta pe suprafata posterioara a cristalinului si nu la nivelul nucleului pulpos, cum se întâlneste în mod normal la vârstnici Se asociaza si atrofie laringiana si ulceratii ale tegumentelor la nivelul antebratelor si picioarelor Majoritatea pacientilor decedeaza înaintea vârstei de 50 de ani Gena responsabila de producerea sindromului Werner a fost localizata la nivelul cromosomului 8p11-12 si pare a fi o helicaza implicata în replicarea si repararea ADN Celulele pacientilor cu sindrom Werner prezinta instabilitate cromosomica si rate crescute ale mutatiilor genice si ale recombinarilor cromosomice nonhomologe 4 3 CONTROLUL SENESCENTEI CELULARE Conceptul de senescenta celulara a fost fundamentat prin studiile lui Hayflick (1965) pe culturi de fibroblasti umani El a observat ca dupa o perioada initiala de proliferare intensa urmeaza invariabil un declin al capacitatilor de crestere si proliferare si în final o pierdere completa a acestora Ca urmare autorul a propus un model conform caruia senescenta este un fenomen ce are loc nu numai la nivelul întregului organism, ci si la nivelul fiecarei celule componente; pierderea capacitatilor functionale ale individului în cursul îmbatrânirii ar reprezenta suma unor asemenea modificari critice ale celulelor individuale Este însa important de precizat ca celulele senescente, incapabile de replicare, nu mor în mod necesar, ci pot fi mentinute în cultura perioade îndelungate de ani de zile Numarul diviziunilor celulare pare sa fie fix si independent de conditiile de cultura si de timpul scurs Ca urmare, celulele par sa aiba un mecanism intrinsec capabil sa "numere" diviziunile pe care acestea le sufera Acest mecanism de "numarare" a diviziunile celulare pare sa fie strâns corelat cu fenomenul de scurtare a telomerelor cromosomilor (vezi capitolul 5) Odata cu fiecare diviziune celulara, telomerele celulelor care nu au activa telomeraza se scurteaza progresiv pâna la atingerea unei dimensiuni critice care nu mai permite ulterior proliferarea celulara Un rol important în controlul senescentei celulare îl au de asemeni unele gene implicate si în controlul desfasurarii ciclului celular precum TP53 si RB Apoptoza si senescenta În prim-planul aspectelor biologice ale îmbatrânirii se situeaza depopularea progresiva a tesuturilor si organelor, evidenta cu precadere la nivelul pielii, muschilor, oaselor si sistemului nervos central La scaderea densitatii celulare a tesuturilor în reînnoire continua (epiteliile cutanate si ale tubului digesctiv, tesuturi hematoformatoare) sau ocazionala (epiteliul hepatic, renal) contribuie atât declinul activitatii proliferative, cât si pierderile excesive datorate cresterii ratei apoptozei De rarefierea organelor alcatuite din celule lipsite de competenta replicativa (sistem nervos, miocard, muschi scheletici) se fac raspunzatoare exclusiv pierderile prin apoptoza Cauzele activarii programului apoptotic în celulele organismelor senescente sunt multiple În vederea sistematizarii lor este operational ca apoptoza sa fie clasificata în normala, abuziva si aberanta Apoptoza normala înlatura celulele devenite disfunctionale sau potential nocive datorita leziunilor ADN pe care le-au acumulat în cursul vietii Leziunile rezulta din interactiunea cu agentii genotoxici prezenti în mediul extern si intern, si la care celulele sunt expuse permanent dar, mai ales, din erorile inerente desfasurarii proceselor de replicare, recombinare si reparare a ADN În acest context este necesar sa se insiste asupra faptului ca nici unul dintre aceste procese nu este exceptat de greseli Ca urmare, în genom se acumuleaza leziuni spontane într-un numar care îl depaseste de câteva ori pe cel al leziunilor induse de factorii ambientali Daca ramân nereparate, aceste leziuni determina eliminarea apoptotica a celulelor purtatoare si implicita depopulare a tesuturilor Reparate gresit, ele pot fi convertite în mutatii, dintre care unele, dotate cu potential transformant, vor initia dezvoltarea tumorilor Apoptoza abuziva este termenul utilizat pentru a defini modalitatea eliminarii din populatia globala a unor cohorte din ce în ce mai numeroase de celule normale carora organismul senescent nu le mai poate asigura necesarul de factori de crestere si supravietuire În conditiile de criza determinate de incapacitatea în continua accentuare a furnizarii unor cantitati suficiente de factori indispensabili supravietuirii, unele dintre celulele normale îsi activeaza programul apoptotic si mor Celulele restante vor beneficia astfel de "ratii" suplimentare care le vor permite sa-si desfasoare, cel putin pentru un timp, activitatile specifice Comportamentul "altruist" al celulelor care aleg calea sinuciderii nu este însa de natura sa rezolve criza ci, dimpotriva, contribuie la agravarea ei, deoarece unele dintre aceste celule sunt, ele însele, producatoare de factori de supravietuire pentru alte tipuri celulare Apoptoza abuziva raspunde, de pilda, de involutia glandelor mamare si a uterului, initiate în cursul menopauzei ca urmare a diminuarii concentratiei de sexosteroizi Deficitul de androgeni la barbatii vârstnici antreneaza moartea apoptotica în diferite tesuturi, ceea ce explica atrofierea organelor, a pielii si liza musculara Declinul care are loc în paralel cu înaintarea în vârsta în sinteza unor factori cu efecte pleiotrope, cum sunt hormonul de crestere si tipul 1 al factorului de crestere similar insulinei, determina reducerea cantitatii de semnale necesare supravietuirii si implicita depopulare prin apotoza abuziva a majoritatii tesuturilor Apoptoza consecutiva privarii de factori trofici se face raspunzatoare de rarefierea progresiva, asociata cu senescenta, a tesutului nervos Supravietuirea neuronilor este conditionata de furnizarea continua a factorilor neurotrofici (NGF), care actioneaza suprimând semnalul declansator al apoptozei Incapacitatea neuronilor senescenti de a elabora cantitati suficiente de NGF va antrena moartea în lant a elementelor de la care primesc aferente prin intermediul sinapselor Viabilitatea diferitelor tipuri de celule gliale depinde, la rândul ei, de prezenta unor factori trofici Diminuarea, pe masura înaintarii în vârsta, a cantitatii de factori neurotrofici reprezinta, prin urmare, cauza si, totodata, efectul depopularii masive a organelor nervoase Senescenta se însoteste de alterari ale functiilor imunitare exprimate prin scaderea raspunsului imun, pierderea memoriei imunologice si cresterea tolerantei imunologice Aceste disfunctionalitati au fost atribuite, printre altele, apoptozei excesive a limfocitelor T, consecutiva carentei în interleukina-2 (IL-2) Deperditia, prin apoptoza abuziva, a limfocitelor T normale limiteaza posibilitatea organismului îmbatrânit de a raspunde adecvat la stimulii antigenici Apoptoza aberanta este rezultatul uzurii pe care o sufera, în timp, diferitele componente ale circuitelor de transductie a semnalelor extracelulare Deteriorarea unui releu al acestor circuite poate bloca transmiterea semnalelor de supravietuire sau poate determina activarea spontana, în lipsa stimulilor apoptotici a programului intrinsec al mortii celulare Mai mult decât atât, ca urmare a deteriorarii releelor, un semnal stimulator al proliferarii poate fi convertit în unul tanatogen; faptul este explicabil deoarece transductia semnalelor proliferarii si apoptozei se realizeaza pe cai strâns intricate, alcatuite din elemente aflate sub controlul unor acelorasi gene B ANOMALIILE CONGENITALE De la conceptie si pâna la nastere se pot produce la embrion si fat diferite defecte morfologice, functionale si biochimice Ele sunt reunite într-un grup patologic foarte larg denumit defecte congenitale ("birth defects") Termenul congenital semnifica "prezent la nastere" indiferent daca defectul este vizibil/identificat sau nu în aceasta perioada (OMS,1972) Categoria defectelor congenitale cuprinde: bolile genetice (inclusiv erorile înascute de metabolism), anomaliile congenitale (ca defecte morfologice), întârzierea cresterii intrauterine idiopatice, fetopatiile tumorile congenitale, etc Anomaliile congenitale sunt modificari morfologice (structurale) ale unui organ, parte de organ sau regiune anatomica produse de tulburari de dezvoltare prenatala (erori de morfogeneza), prezente la nastere, evidente (depistate) sau nu în aceasta perioada Anomaliile congenitale sunt cauze comune de morbiditate si mortalitate, în special în copilarie Datorita frecventei ridicate (3-5% nou-nascuti), consecintelor deseori grave si posibilitatilor reale de profilaxie, anomaliile congenitale sunt o problema majora de sanatate publica În acest context este util de precizat ca 25% dintre copiii cu anomalii congenitale decedeaza (majoritatea în primul an de viata), un sfert dintre ei vor avea un handicap fizic sau psihic major iar restul (50%) au un prognostic bun dupa interventii chirurgicale "reparatorii" Abordarea practica eficace a anomaliilor congenitale implica preventia si diagnosticul lor precoce (prenatal sau neonatal), corect si complet Ambele actiuni necesita însa cunostinte etiopatogenice, abilitate clinica si mijloace adecvate de explorare 1 CLASIFICAREA ANOMALIILOR CONGENITALE 1 1 CLASIFICAREA PATOGENICA Anomaliile congenitale se clasifica dupa natura erorii de morfogeneza în patru tipuri: malformatii, disruptii, deformatii si displazii congenitale (Spranger et al, 1982) a Malformatiile congenitale235 sunt anomaliile congenitale produse printr-un proces primar, intrinsec si precoce de dezvoltare (morfogeneza) anormala Organul nu se dezvolta normal (dar tesuturile componente sunt normale) fie datorita unei diferentieri incomplete236 (procesul de morfogeneza nu se termina; de exemplu, DSV, sindactilia etc) fie unei diferentieri anormale (morfogeneza decurge anormal; de exemplu, polidactilia) Malformatiile congenitale se produc precoce în cursul dezvoltarii embrionare (15-60 de zile237)("embrioptii") si pot fi izolate (unice sau complexe) - implicând un singur organ - sau multiple, afectând cel putin doua organe diferite Foarte rar se produc în perioada fetala (de exemplu, despicaturile palatine) sau perinatala (de exemplu, persistenta canaluui arterial) În functie de consecintele medicale si sociale sau cosmetice, malformatiile pot fi majore (2-3% nou-nascuti) sau minore b Disruptiile congenitale sunt anomaliile congenitale produse prin alterarea sau distrugerea secundara, extrinseca si tardiva (fetopatii) a unei structuri fetale formata normal (de exemplu, amputatiile digitale, atreziile) Procesele distructive produc modificari de forma, configuratie, diviziuni sau fuziuni neobisnuite, pierderi ale unor parti componente Disruptiile sunt determinate de agenti extrinseci - ischemie, infectii, forte mecanice (bride amniotice) - care distrug structuri embrionare normale, prin compresie si/sau necroza (consecutiva unor tromboze, embolii, compresiuni) Prin definitie o disruptie nu este genetica desi uneori factorii genetici pot predispune la evenimente disruptive (de exemplu, defecte ale colagenului care reduc rezistenta amniosului si îl fac mai vulnerabil la rupturi spontane) Dupa nastere este dificil de stabilit daca o anumita anomalie congenitala este o malformatie ("primara") sau o disruptie ("secundara") (de exemplu, cataracta congenitala poate fi o malformatie produsa de mutatii diferite sau o disruptie, produsa de agenti teratogeni) Deobicei disruptiile se exprima prin anomalii congenitale multiple c Deformatiile congenitale sunt anomalii de forma sau pozitie a unei parti a corpului produse prin compresia si deformarea unei regiuni normal formate ca morfologie si structura (fetopatie) Deformatiile intereseaza sistemul musculo-scheletic238 si produc pierderea simetriei, alterarea alinierii, distorsionarea configuratiei, pozitia anormala a unor structuri; sunt determinate de cauze multiple care produc limitarea spatiului uterin si/sau inabilitatea de miscare (uter mic/ malformat, fat mare sau sarcina gemelara, oligohidramnios) De obicei compresia este extrinseca (de exemplu, picior strâmb prin oligohidramnios) dar mai rar, cauzele pot fi intrinseci (imobilitate fetala prin anomalii ale SNC sau boli musculare; de exemplu, picior strâmb prin meningocel); în aceasta situatie se asociaza frecvent dar neobligatoriu cu artrogripoza Spre deosebire de malformatii si disruptii, deformatiile pot fi reversibile (daca înceteaza compresia), spontan sau dupa manevre ortopedice d Displaziile congenitale sunt anomalii congenitale, localizate sau generalizate, determinate de organizarea celulara anormala a unui tesut (dishistiogeneza) De obicei, efectele displaziei se observa în toate structurile corpului în care se gaseste tesutul respectiv De exemplu, displaziile scheletice intereseaza frecvent toate piesele osoase iar displaziile ectodermale afecteaza toate tesuturile de origine ectodermica: piele, par, unghii, dinti Displaziile sunt determinate deobicei de mutatii monogenice si au deci un risc mare de recurenta Clasificarea anomaliilor congenitale în una din cele patru categorii patogenice este importanta pentru evaluarea corecta a prognosticului (malformatiile si disruptiile sunt ireversibile, se corecteaza numai chirurgical si au o mortalitate ridicata; în schimb, majoritatea deformatiilor sunt reversibile, se corecteaza spontan) precum si pentru stabilirea riscului genetic de recurenta (malformatiile unice au un risc mic, 3%; disruptiile sau deformatiile produse de agenti externi au un risc practic nul, daca se corijeaza cauza; displaziile fiind determinate monogenic, au un risc mare de recurenta) Din pacate, nu este întotdeauna posibila încadrarea unei anomalii congenitale în una din cele patru categorii specifice, acestea putând a avea diferite grade de suprapunere: * unele anomaliile congenitale pot fi, în functie de natura agentului initiator, malformatii sau deformatii; de exemplu secventa Pierre-Robin este malformativa în trisomia 18 si deformativa, prin compresie mecanica extrinseca; aplazia radiala poate fi o malformatie (asociata cu anomalii cardiace în cazul sindromului Holt-Oram, produs de mutatia genei TBX5) sau o disruptie, cauzata de talidomida; * un acelasi mecanism (de exemplu, ruptura amniotica) poate da anomalii congenitale diferite: malformatii (despicatura palatina) sau disruptii (amputatii digitale) - prin bride amniotice - si picior strâmb, prin oligohidramnios; * o malformatie poate produce secundar deformatii (de exemplu, meningomielocelul se poate asocia cu piciorul strâmb congenital); Atunci când nu se poate face distinctia între diferite categorii (de exemplu, între malformatii si disruptii) sau nu se poate stabili exact tipul de anomalie se prefera termenul mai larg de anomalii congenitale 1 2 CLASIFICAREA CLINICA Clasificarea anomaliilor congenitale dupa manifestarea clinica este foarte importanta pentru un diagnostic corect si complet În functie de numarul si tipul erorilor ce se produc în morfogeneza se deosebesc anomalii congenitale izolate si multiple a Anomaliile congenitale izolate (simple) se produc printr-o eroare unica si localizata în morfogeneza unui câmp (unitate) de dezvoltare embrionara (monotopic - când genereaza mai multe structuri adiacente, vecine, sau politopic - când produc structuri multiple situate la distanta unele de altele) Se împart în doua categorii: defecte de câmp de dezvoltare239 si secvente * Defectele de câmp monotopic includ anomaliile congenitale unice (o singura manifestare, de exemplu DSV), precum si anomaliile congenitale complexe (mai multe anomalii într-un organ; de exemplu DSA+DSV sau tetralogia Fallot etc * Defectele de câmp politopic sunt anomalii congenitale multiple ce deriva totusi dintr-un singur câmp de dezvoltare; de exemplu defectele arcurilor branhiale 1 si 2 produc sindromul facio-auriculo-vertebral iar defectele arcurilor branhiale 3 si 4 determina sindromul velo-cardio-facial (ce include si varianta DiGeorge); alte exemple: holoprosencefalia (vezi caseta 14 1), neurocristopatiile etc * Secventele sunt aparent anomalii congenitale multiple dar în aceste cazuri o anomalie primara determina în cascada anomalii secundare Secventele pot fi malformative, deformative si disruptive: - secventa malformativa Pierre-Robin se caracterizeaza prin hipoplazia mandibulei (micrognatie) care produce secundar ascensionarea pozitiei limbii, împiedecând închiderea palatului si producând despicatura palatina si glosoptoza; - secventa deformativa Potter este determinata de oligohidramniosul produs fie prin pierderea cronica de lichid amniotic, fie printr-o malformatie urinara; acesta conduce secundar la o compresie fetala - cu dismorfie faciala, luxatie congenitala de sold, picior strâmb congenital - si hipoplazie pulmonara; - secventa disruptiva prin benzi amniotice care produc amputatii digitale, despicaturi faciale bizare, encefalocel asimetric etc) b Anomaliile congenitale multiple sunt produse prin erori multiple de morfogeneza Se pot împarti în trei categorii: * Sindroamele plurimalformative grupeaza mai multe anomalii congenitale majore si/sau minore corelate între ele printr-o etiopatogenie comuna Un sindrom dismorfic sau plurimalformativ este o combinatie caracteristica de anomalii congenitale majore si minore observate împreuna, într-un mod predictibil, la mai multi pacienti în familii diferite si, uneori, în aceeasi familie; ele au foarte probabil o cauza sau un mecanism comun de producere Pe aceasta baza se deosebesc sindroame cromosomice (sindromul Down), monogenice (sindromul Marfan), teratogene (sindromul alcool fetal); exista si sindroame care pot fi "recunoscute clinic" printr-o combinatie specifica de semne si simptome dar care, pentru moment, ramân neelucidate etiopatogenic (sindromul Brachmann de Lange, caracterizat prin hipostatura, micromelie, dismorfie faciala caracteristica) Elementele componente ale unui sindrom sunt nespecifice (pot fi prezente si în alte sindroame si pot avea cauze diferite) si rareori una dintre anomalii duce la diagnostic; combinatia este unica si nu partile sale * Asociatii malformative în care mai multe malformatii tind sa se întâlneasca mai frecvent împreuna decât ar rezulta prin "jocul" întâmplarii, deci se asociaza "nealeatoriu", fara a putea fi (înca) corelate patogenic între ele (precum în cazul sindroamelor) Numele asociatiilor este adesea un acronim alcatuit prin alaturarea primelor litere ale organelor implicate sau anomaliilor asociate (denumite în limba engleza) - Asociatia VATER reuneste anomalii Vertebrale, Anale, Traheo-Esofagiene, Renale, - dar rareori sunt prezente toate aceste componente iar uneori se adauga malformatii Cardiace, ale membrelor (Limbs) sau artera ombilicala unica (Single) astfel ca acronimul poate deveni VACTERLS - Asociatia MURCS consta în asocierea neîntâmplatoare a urmatoarelor anomalii congenitale, denumite în engleza: müllerian ducts aplasia, renal aplasia, cervicothoracic somite dysplasia - Asociatia CHARGE include urmatoarele anomalii, denumite în engleza: coloboma, heart disease, atresia choanae, retarded growth and development, genital anomalies Probabil studiile viitoare vor putea identifica o baza comuna pentru asocierea malformativa Delimitarea lor intr-un grup distinct are si ratiuni practice: identificarea unei (unor) malformatii caracteristice asocierii implica cautarea prezentei celorlalte componente malformative * Anomalii congenitale multiple rezultat al combinatiei întâmplatoare a unor anomalii cu frecventa individuala mare Daca nu se poate face un diagnostic specific de sindrom sau asociere, în cazul unui pacient cu anomalii congenitale multiple este util a se folosi, simplu, aceasta denumire (ACM ? retard mintal) în locul termenului de "sindrom plurimalformativ" atât de des uzitat 1 3 CLASIFICAREA ANOMALIILOR CONGENITALE DUPA GRAVITATE Acest tip de clasificare permite evaluarea corecta a prognosticului si nivelului îngrijirilor medicale Se disting: anomalii congenitale letale (anencefalia), majore (omfalocelul), medii (testiculul necoborât) si minore (urechi jos implantate); primele trei categorii mai sunt denumite, împreuna, anomalii majore pentru a fi deosebite de anomaliile minore a Anomaliile minore nu au consecinte medicale sau cosmetice serioase pentru pacient si pot fi considerate variante populationale (etnice), familiale sau individuale ale unui caracter normal Sunt numeroase (peste 60) si 2/3 intereseaza capul, fata si membrele (tabelul 14 4) Sunt frecvente la nou nascuti (circa 15% au o anomalie minora), mai ales la prematuri sau dismaturi (20-35%) Unele anomalii minore dispar în copilarie, ca urmare a cresterii structurilor Prezenta mai multor anomalii minore poate fi însa un indicator pretios al perturbarii nespecifice a morfogenezei (inclusiv a SNC, în debilitatea mintala idiopatica) si impun cautarea atenta a unei malformatii viscerale majore De altfel, multe sindroame plurimalformative sunt caracterizate prin combinatii specifice de anomalii minore Tabel 14 4 Anomaliile minore CRANIU SI SCALP VÂRTEJ PILAR TRIPLU VÂRTEJ PILAR ABSENT SUTURA METOPICA EVIDENTA FONTANELA SAGITALA FONTANELA SAGITALA FORAMEN PARIETAL OCCIPUT TURTIT OCCIPUT PROEMINENT BOSE FRONTALE SPRÂNCENE PLATE URECHI TUBERCUL DARWINIAN UNGHI DARWINIAN ABSENTA PLIERII HELIXULUI CONCA CU PUNTI SANT PE LOBUL CREASTA PE LOBUL URECHI "PLEOSTITE" URECHI ÎN CUPA URECHI RETROVERSATE HELIX ÎNGROSAT HELIX RULAT EXCESIV HELIX ATASAT LA SCALP SINUSURI BRANHIAL PREAURICULAR PE LOBUL HELICAL PILONIDAL FATA SI GÂT SINOFRIS EPICANTUS IRIS PESTRIT FANTE PALPEBRALE OBLICE ÎN SUS SAU ÎN JOS FANTE PALPEBRALE SCURTE HIPERTELORISM HIPOTELORISM PTOZA RADACINA NASULUI TURTITA NARINE ANTEVERTATE SEPT NAZAL LUNG FILTRUM SCURT/LUNG FILTRUM NETED MICROSTOMIE MACROSTOMIE DESPICATURA LABIALA - MICROFORMA DESPICATURA GINGIVALA MACROGLOSIE MICROGLOSIE UVULA BIFIDA CREASTA ALVEOLARA LATA MICROGNATIE PIELE REDUNDANTA PE CEAFA PTERIGIUM COLI PIELE GROPITE PE UMAR GROPITE SCARATE GROPITE PE ALTE OASE PLIU PALMAR UNIC PLIU UNIC PE DEGETUL V PLIU PLANTAR APENDICI CUTANATI HEMANGIOAME NEVI PETE HIPERPIGMENTATE PETE HIPOPIGMENTATE TRUNCHI MAMELOANE SUPRANUMERARE ARTERA OMBILICALA UNICA HERNIE OMBILICALA DIASTASIS AL MUSCHILOR DREPTI ABDOMINALI HIPOSPADIAS GANDULAR SCROT ÎN SAL APENDICE VAGINAL MEMBRE CUBITUS VALGUS DEGETE CONICE DEGETE ÎNCALECATE POLICE/HALUCE LAT CLINODACTILIE UNGHII HIPOPLAZICE UNGHII HIPERCONVEXE SPATII MARI ÎNTRE DEGETE LA PICIOR CALCANEU PROEMINENT 2 CAUZELE ANOMALIILOR CONGENITALE Identificarea etiologiei anomaliilor congenitale este un obiectiv important pentru profilaxie si sfat genetic Problema nu este de loc simpla deoarece: * determinarea cauzelor este dificila, * exista o heterogenitate etiologica, * o anumita malformatie congenitala poate avea cauze diferite, * în circa 50% dintre anomalii congenitale nu se cunoaste, înca, determinismul cauzal Cauzele cunoscute sunt genetice (?45%) si negenetice (?5%) Rezulta ca în mod contrar cu ceea ce se crede public factorii mediului ambiant au la om o contributie mica la producerea anomaliilor congenitale Totusi, cunoasterea si identificarea lor are consecinte practice importante pentru profilaxie 2 1 CAUZELE NEGENETICE Un agent extern care produce o anomalie congenitala, prin interferarea dezvoltarii embrionare si fetale este numit teratogen Efectele potentiale ale oricarui agent teratogen vor depinde de doza si, mai ales, de timpul când a fost administrat în cursul sarcinii Se stie ca fiecare organ are o perioada critica, de maxima vulnerabilitate, si ca exista un veritabil "orar embrionar", ce corespunde perioadei de formare a organelor (figura 14 11) Un alt factor care influenteaza actiunea teratogenilor îl reprezinta susceptibilitatea (reactivitatea) genetica a mamei si/sau fatului, care explica de ce nu se produc întotdeauna malformatii dupa o expunere teratogena Agentii externi cu risc mare de teratogeneza, cum ar fi talidomida sau virusul rubeolic, pot fi identificati usor Din nefericire, multi teratogeni cu efecte mici sunt mult mai greu de identificat Iar studiile experimentale pe animale nu pot fi extrapolate la om, deoarece fiecare specie are susceptibilitati diferite a Agentii biologici sunt reprezentati în special de: virusurile rubeolic, citomegalic, herpetic, varicela; parazitul Toxoplasma gondii si spirocheta Treponema pallidum Toti sunt cert teratogeni dar efectul lor este variabil (tabelul 14 5) Se apreciaza ca, global, infectiile sunt responsabile de circa 2% din anomaliile congenitale Interventia unor posibili agenti infectiosi în geneza malformatiilor congenitale se poate explora prin testul TORCH (de la Toxoplamosis; Other - de ex , sifilis; Rubella; Cytomegalovirus; Herpes) Tabelul 14 5 Infectii cu efecte teratogene certe INFECTIE EFECTE Rubeola Microcefalie, cataracta, retinita, malformatii cardiace Citomegalovirus Corioretinita, surditate, microcefalie Herpes simplex Microcefalie, microftalmie Varicela zoster Microcefalie, malformatii oculare, digitale, defecte cutanate Treponema Hidrocefalie,osteite Toxoplasmoza Microcefalie / hidrocefalie, cataracta, corioretinita, surditate b Agentii chimici Desi se cunosc peste 50 000 de substante chimice, numai 25 s-au dovedit a fi teratogene (tabelul 14 6) la om si ele produc circa 2% din toate anomaliile congenitale Dintre drogurile teratogene citam: alcoolul, anticonvulsivantele (fenitoina, carbamazepina), citostaticele, unele anticoagulante (warfarina), androgenii si progestinele sintetice, retinoizii, litiul, talidomida etc Am plasat pe primul loc alcoolul deoarece alcoolismul cronic matern este înca relativ frecvent si efectele nocive fetale sunt certe (caseta 14 6); dupa unii autori alcoolismul fetal este una din cauzele majore ale retardului mintal si ale tulburarilor de comportament Mai subliniem faptul ca deseori parintii unui copil cu anomalii congenitale invoca în producerea defectului expuneri din mediul înconjurator dar ei pot fi asigurati ca numai un singur agent chimic - mercurul metilic - s-a dovedit a fi teratogen Tabelul 14 6 Droguri cu efecte teratogene certe DROG EFECTE Inhibitori ECA Disgenezie renala, oligohidramnios, defecte de osificare ale craniului Alcool Dismorfie cranio-faciala, malformatii cardiace, microcefalie si anomalii ale SNC, Aminopterina Dismorfie cranio-faciala, DTN, craniosinostoza,malformatii membre Androgeni/ norprogesteron Masculinizare organe genitale externe Carbamazepina Spina bifida Diethilstilbestrol Malformatii uterine, adenocarcinom vaginal, infertilitate masculina Fluconazol (doze mari) Malformatii craniofaciale , membre Hidantoina Malformatii cardiace si digitale Litium Malformatii cardiace (anomalie Ebstein) Methotrexat Craniosinostoza, malformatii membre Penicilamina Cutis laxa Fenitoina Malformatii cardiace, despicatura palatina, hipoplazie digitala Retinoizi Hidrocefalie, malformatii auriculare si oculare, absenta timus Streptomicina Surditate Tetraciclina Hipoplazia emailului dentar Talidomida Focomelie si alte malformatii membre, malformatii cardiace Acidul valproic DTN, dismorfie cranio-faciala Warfarina Hipoplazie nazala, epifize punctate (Surse: Jorde et al, 2000; Wilson, 2000) c Agentii fizici - radiatiile ionizante, hipertermia prelungita si conformatia anormala a uterului - pot avea efecte teratogene d Starea mamei - fiziologica (vârsta peste 35 ani, starea de nutritie, deficitul în folati, echilibrul hormonal) sau patologica (diabet zaharat, fenilcetonurie, lupus eritematos sistemic, boala Graves) - este implicata în circa 1% din anomaliile congenitale Desi numarul agentilor cert teratogeni este redus iar contributia lor la producerea unor anomalii congenitale este mica (circa 5%) se recomanda ca orice gravida sa cunoasca si sa evite în primele 2-3 luni de sarcina orice factor de mediu - biologic, chimic sau fizic - care ar putea interfera morfogeneza normala Medicii care evalueaza un copil cu anomalii congenitale trebuie sa acorde o atentie speciala istoricului gestational, mai ales în perioada embrionara de producere a defectului observat la pacient Caseta 14 5 Sindromul alcool-fetal Unul dintre cei mai frecventi teratogeni la om este alcoolul consumul excesiv Desi pericolul acestui drog la femeile gravide este cunoscut din antichitate, primul studiu documentat despre alcoolismul fetal apare abia în 1960 Cercetarile experimentale pe fetusi de rozatoare si primate au demonstrat ca alcoolul administrat în cursul sarcinii produce anomalii cerebrale si microftalmie, a caror gravitate este direct proportionala cu doza si momentul administrarii La om consumul cronic de alcool poate afecta sever nou-nascutii- sindromul alcoolismului fetal (FAS de la "Fetal Alcohol syndrome") - sau partial (FAE de la "Fetal Alcohol Effect"), care împreuna au o incidenta de 1-2 la 1000 de nou-nascuti FAS se caracterizeaza printr-o întârziere a cresterii pre- si postnatale, microcefalie, facies sugestiv (cu fante palpebrale scurte, radacina nasului turtita, filtrum neted si scurt, buza superioara subtire si anomalii ale urechii) La aceasta se adauga inconstant malformatii cardiace, renale, oculare Cei mai multi copii cu FAS au probleme neuro-comportamentale incluzând un deficit mintal usor sau moderat (QI=40-65), dificultati de învatare, hiperactivitate, impulsivitate, deficite neurosenzoriale Diagnosticul neonatal este dificil si numai 50% din bolnavi sunt diagnosticati pâna la 3-4 ani Nu exista un marker biochimic sau molecular al expunerii prenatale la alcool si numai istoricul gestational ramâne o "sansa" de diagnostic, care se valideaza în mai putin de 40% din cazuri; anamneza sarcinii este însa dificla si necesita o abilitate deosebita: discutii cu ambii parinti, evitarea întrebarilor directe, conturarea contextului socio-economic; mama va fi întrebata succesiv daca a consumat ape minerale carbonatate, bere si/sau vin (deseori considerate a nu fi "bauturi") si daca a fumat în cursul sarcinii Multe probleme legate de folosirea dozelor moderate de alcool în sarcina, predispozitia genetica la FAS, criteriile comportamentale de diagnostic nu sunt înca solutionate dar este cert faptul ca expunerea la alcool în cursul graviditatii poate fi prevenita 2 2 CAUZELE GENETICE Cauzele genetice ale anomaliilor congenitale sunt mult mai numeroase (circa 45%) decât cele ecologice si progresele cunoasterii mecanismelor de control genetic al embriogenezei (vezi subcapitolul 14 A) vor duce cu certitudine la amplificarea cunostintelor în acest domeniu * Anomaliile cromosomice neechilibrate (trisomii sau monosomii complete sau partiale) se întâlnesc la circa 6% din anomaliile congenitale dar foarte probabil aceasta este o subevaluare a fenomenului real determinata de nivelul tehnicilor folosite * Mutatiile monogenice sunt responsabile de aproximativ 7,5% dintre anomaliile congenitale izolate (de exemplu: microcefalia - AR, hidrocefalia prin stenoza apeductului Sylvius - XR; polidactilia sau brahidactilia - AD) sau sindromice [de exemplu, sindromul Apert (craniosinostoza, sindactilie) - AD, sindromul Roberts (focomelie, despicatura labiala/palatina)- AR] * Ereditatea multifactoriala este implicata în producerea a 20-30% din anomaliile congenitale, în special formele izolate, "non-sindromice", ale malformatiilor cardiace (DSA, DSV; persistenta canal arterial etc), SNC (anencefalie, encefalocel, spina bifida), sistemului genito-urinar (agenezie renala, hipospadias etc) si altele (despicaturi labio-maxilo-palatine, LCS etc) Anomaliile congenitale multifactoriale au fost tratate pe larg în capitolul 13 B Cert este ca la orice pacient cu anomalii congenitale trebuie facuta o evaluare atenta si cât mai completa a cauzelor genetice (anamneza familiala, explorari genetice - vezi capitolul 9 A) deoarece numai pe aceasta baza se poate determina riscul genetic de recurenta În circa 50% din toate anomaliile congenitale nu se poate stabili în mod clar o cauza precisa; aceasta nu înseamna ca nu pot fi implicati factori genetici, ci numai ca ei nu pot fi identificati Astfel unele malformatii izolate sau sindroame "neexplicabile" pot fi consecinta unor mutatii noi, a microdeletiilor submicroscopice sau a disomiei uniparentale (vezi capitolele 5 D 3 si 6 B 3); foarte probabil studiile moleculare vor elucida în curând "enigmele" producerii unui procent mult mai mare de anomalii congenitale În toate aceste cazuri riscul de recurenta este însa foarte mic 3 CONDUITA PRACTICA ÎN DIAGNOSTICUL ANOMALIILOR CONGENITALE Nasterea unui copil cu dismorfii /anomalii congenitale este pentru parinti un soc, o drama De aceea medicul practician trebuie sa dovedeasca multa compasiune, întelegere si disponibilitate; el trebuie sa rezolve patru probleme: 1) ce are copilul? (diagnostic clinic); 2) din ce cauza (diagnostic etiologic); 3) ce se poate face pentru pacient (tratament) si care este prognosticul lui; 4) ce risc exista în familie ca la o alta sarcina evenimentul sa se repete (sfat genetic) Elucidarea lor presupune un ansamblu de competente pe care unii medici de familie sau pediatri nu le au Prin prioritatea abordarii patologiei malformative ei sunt însa obligati sa detina informatiile referitoare la modul general de abordare a celor patru probleme, sa le rezolve progresiv în limitele lor de competenta si sa dirijeze cazurile corect spre alti specialisti Fara a diminua importanta si sarcinile "medicilor din prima linie" este necesara formarea unor specialisti si a unor Centre specializate de diagnostic care pot rezolva mai competent problemele de diagnostic si sfat genetic (toate aceste probleme au fost discutate pe larg în capitolul 9) Conduita diagnostica se particularizeaza la fiecare tip de anomalie congenitala dar credem ca se pot aplica câteva reguli generale 1) Anamneza (materno-fetala, neonatala si postnatala, familiala) va fi detaliata iar examenul clinic se va realiza metodic, minutios si complet Se vor examina cu atentie toate segmentele, regiunile si organele, înregistrând orice dismorfie si încercând obiectivarea unor semne (prin masuratori, fotografiere) Este necesara cunoasterea perfecta a normalului si variantelor sale, descrierea precisa a tuturor anomaliilor, minore sau majore, folosind o terminologie adecvata (semeiologie malformativa) 2) Consultarea altor specialisti ("de organ") va precede investigatiile paraclinice (imagistice, biochimice, hormonale etc) si genetice (cromosomice, moleculare) În final se vor sintetiza si ordona informatiile si rezultatele obtinute din diferite surse si se vor analiza pentru a ajunge la un diagnostic corect si complet 3) Evaluarea datelor impune luarea în discutie a unor probleme: * anomaliile pacientului (inclusiv talia) au debut prenatal sau postnatal ? * pacientul are una sau mai multe anomalii congenitale, majore si/sau minore? * anomalia/anomaliile pacientului se încadreaza în: malformatii, disruptii, deformatii sau displazii? * exista concomitent o tulburare importanta de crestere (hipostatura, asimetrie), afectare a SNC, visceromegalie, afectare scheletica sau senzoriala? * în cazul unor anomalii multiple se poate identifica o corelatie între ele (anomalii primare sau secundare, localizate sau sistemice) sau un element patogenic comun (de exemplu, momentul embriolologic în care s-au produs)? * în care din cele sase categorii diagnostice s-ar putea încadra pacientul: 1) malformatie izolata sau secventa malformativa; 2)sindrom malformativ; 3) deformatie sau secventa deformativa; 4) disruptie sau secventa disruptiva; 5) displazie sau secventa displazica; 6) asociatie malformativa; * anomalia poate avea un determinism genetic sau ar putea fi un sindrom teratogen? 4) Diagnosticul este deseori dificil, mai ales în cazul anomaliilor congenitale multiple, deoarece exista un numar mare de boli, anomalii si sindroame malformative, greu de cunoscut; în aceste cazuri se va recurge la carti, algoritmuri (vezi caseta 9 3), chei sau scoruri de diagnostic, baze de date accesibile pe CD (POSSUM, LDDB) sau prin Internet (Orphanet, GeneClinic, OMIM) La aceste dificultati se adauga si faptul ca fenotipul pacientului poate evolua în timp, facând mai dificil diagnosticul la adult (în acest caz "albumul din copilarie" ar putea fi un document foarte util) Un diagnostic corect si complet cere timp, nu trebuie sa ne grabim, chiar daca parintii sunt nerabdatori In fond putine cazuri sunt urgente iar diagnosticul nostru este o "sentinta" pentru o boala cronica, de "o viata" De aceea medicul trebuie sa aiba opinii rezervate dupa examenul clinic, sa explice parintilor elementele cert anormale si semnificatia lor si sa-i îndemne la rabdare, pentru analiza completa a cazului 5) Destul de des nu se poate pune un diagnostic specific Desigur ca în aceste situatii conteaza experienta clinica, capacitatea de investigare si nivelul de informare al medicului; dar, în cazul bolilor genetice intervin si alte motivatii, în primul rând expresivitatea variabila a bolii la un anumit moment precum si în timp Urmarirea ulterioara a pacientului si cunoasterea cât mai completa a statusului familial se impun cu necesitate în aceste conditii 6) Evaluarea diagnostica trebuie sa se completeze cu evaluarea prognosticului, a capacitatilor de recuperare precum si a riscului genetic de recurenta Comunicarea datelor este o etapa importanta pentru familia pacientului Medicul trebuie sa explice simplu dar clar ce are pacientul, natura genetica a bolii, evolutia ei, posibilitatile de recuperare si eventual tratament Deseori este nevoie de mai multe "sedinte" si este foarte bine ca datele sa fie comunicate si în scris Problema riscului genetic de recurenta si a optiunilor reproductive se va pune de regula mai târziu 4 PROFILAXIA ANOMALIILOR CONGENITALE Profilaxia primara a anomaliilor congenitale se adreseaza cauzelor cunoscute, negenetice sau genetice Desi factorii teratogeni din mediu au o contributie mica (5%) la producerea anomaliilor congenitale, evitarea lor este, în principiu, posibila Aceasta presupune o educatie sanitara adecvata a cuplurilor tinere si o activitate sustinuta a medicilor de familie Conceptia unui copil trebuie sa se faca pe baza unui planning familial, de preferat pâna la 35 de ani, în deplina stare de sanatate a genitorilor Atunci când acest lucru nu este posibil si femeia sufera de o boala cronica cu risc teratogen (epilepsie, diabet zaharat insulino-dependent, fenilcetonurie s a) trebuie luate masuri adecvate pentru a minimiza efectele teratogene potentiale (modificarea sau reducerea medicatiei anticonvulsivante, controlul perfect al glicemiei, restrictie alimentara de fenilalanina) O atentie deosebita se acorda în prezent unei suplimentari periconceptionale cu acid folic (400-800 µg/zi, o luna înainte de conceptie si doua luni dupa aceea) care scade incidenta DTN cu peste 75% Vaccinarea antirubeolica sistematica a tinerelor fete si evitarea agentilor infectiosi teratogeni în trimestrul I de sarcina ar putea fi o masura benefica La aceasta se adauga renuntarea la fumat, evitarea bauturilor alcoolice, precum si a administrarii neautorizate a oricarui medicament În familiile în care exista persoane cu anomalii congenitale si boli genetice cuplurile tinere vor fi îndrumate spre un medic genetician ce poate stabili marimea riscului si posibilitatile reducerii sale Sfatul genetic este în multe tari o componenta de rutina a sfatului premarital sau preconceptional Profilaxia secundara vizeaza evitarea nasterii unui fat anormal - în special prin diagnostic prenatal (vezi capitolul 18) - precum si depistarea precoce, neonatala, a defectelor congenitale, în scopul prevenirii complicatiilor si realizarii unor masuri medicale adecvate de recuperare C SEXUALIZAREA NORMALA SI PATOLOGICA Unul dintre cele mai fascinante subiecte ale biologiei dezvoltarii îl reprezinta procesul de sexualizare El a fost descifrat în mare masura reprezentând poate cel mai clar model al geneticii dezvoltarii Cunostintele actuale privind mecanismele diferentierii sexuale sunt importante teoretic si utile practic pentru diagnosticul corect si managementul eficace al starilor intersexuale Prin sexualizare se întelege realizarea unui ansamblu de caractere morfologice, functionale si psiho-comportamentale care contribuie la formarea si fecundarea gametilor, dezvoltarea si nasterea unui copil Procesul normal de sexualizare se desfasoara în mai multe etape precis coordonate si reglate genetic si umoral(figura 14 12) Prima etapa este stabilirea sexului genetic sau cromosomic (XX sau XY), în momentul fecundarii Apoi, prin actiunea unor gene de sexualizare de pe cromosomii X si Y dar si de pe autosomi, au loc o serie de transformari embriologice secventiale complexe care, schematic, pot fi grupate în doua procese distincte si succesive: * determinismul sexual (sau diferentierea sexuala primara) care consta în formarea gonadelor printr-o serie de evenimente determinate de sexul genetic; * diferentierea sexuala (sau diferentierea sexuala secundara) care urmeaza dupa dezvoltarea gonadelor si duc la formarea fenotipului sexual, deci a caracterelor sexuale primare (caile genitale interne, organele genitale externe) Dezvoltarea sexuala se încheie în cursul vietii fetale Cu toate acestea, dobândirea capacitatilor reproductive necesita o serie de modificari fenotipice suplimentare care au loc în cursul pubertatii, sunt dependente de hormonii gonadali si vor avea ca rezultat realizarea caracterelor sexuale secundare În acelasi timp, hormonii gonadali sunt responsabili, înca din cursul vietii intrauterine si ulterior în cursul pubertatii, de producerea unor modificari morfologie si functionale la nivel cerebral, care vor conduce la dobândirea sexualitatii sau a identitatii si comportamentului sexual Înainte de a descrie sintetic procesele embriologice prin care se realizeaza sexualizarea normala, precum si determinismul lor, consideram important sa subliniem ca numeroase date experimentale (la mamifere) si clinice (la om) au demonstrat ca planul embrionar de baza al sexualizarii la mamifere si om este înnascut si spontan feminin La ambele sexe, toate componentele genitale - de la gonade, la organele genitale externe - se dezvolta din structuri initiale ambivalente, bipotentiale La embrionul XY, diferentierea sexuala (primara si secundara) masculina este un proces activ, ce implica numeroase molecule (factori de transcriptie, hormoni, receptori) care "comuta" programul standard - feminin - al sexualizarii pe directie masculina; la embrionul XX sexualizarea este un proces spontan si pasiv, ce se desfasoara fara interventii biochimice si hormonale majore Ar mai fi de remarcat faptul ca formarea caracterelor sexuale primare determina un potential reproductiv ce face posibila reproducerea numai în cadrul unei sexualitati normale (figura 14 12); la specia umana sexualitatea, ca proces psiho-comportamental, este însa mai importanta ca sexualizarea morfo-functionala, deoarece determina o serie de atitudini si aptitudini care influenteza decisiv viata fiecarui om În fine, trebuie sa întelegem ca diferentierea sexuala are un sens mai larg decât cel definit mai sus deoarece numeroase fenomene biologice din organism sunt asociate sau influentate de un sex sau altul: de la dezvoltarea embrionara, unele procese metabolice sau formarea si functionarea unor structuri cerebrale (non-dependente de hormoni), pâna la ratele diferite de recombinari sau mutatii la cele doua sexe sau la fenomenul de amprentare genomica 1 EMBRIOLOGIA APARATULUI GENITAL 1 1 DETERMINISMUL SEXUAL: FORMAREA GONADELOR Prima etapa a dezvoltarii gonadale este independenta de sexul genetic si consta în formarea gonadelor primitive, nediferentiate; aceste structuri bipotentiale au o conformatie identica la ambele sexe Procesul implica parcurgerea a doua faze distincte si succesive: * formarea primordiilor gonadale (crestele genitale), în saptamânile 3-4 de gestatie, prin condensarea mezodermului situal medial fata de mesonefros240 (precursorul rinichiului) (figura 14-13) si îngrosarea si proliferarea epiteliului celomic, care patrunde în mezenchimul subiacent, formînd cordoanele sexuale primare; * migrarea celulelor germinale primordiale (CGP); acestea se formeaza, în saptamâna a doua de dezvoltare embrionara, din ectodermul primar al embrionului; apoi, ele se desprind din ectoderm si migreaza, prin miscari ameboide, în aria extraembrionara (sacul galben) În saptamâna a patra, CGP încep sa migreze înapoi în embrion, prin mezenterul dorsal al intestinului primitiv, si în saptamâna a cincea populeaza gonada nediferentiata, unde invadeaza cordoanele sexuale primare, în curs de formare La sfârsitul saptamânii a sasea, gonadele primitive sunt formate dintr-un cortex extern si o medulara interna Ele contin patru linii celulare (bipotentiale) care vor evolua diferit la cele doua sexe Cele patru linii celulare sunt: 1) celulele germinale primordiale (CGP) - care vor forma spermatogoniile sau ovogoniile; 2) celulele de sustinere a CGP - care vor genera celulele Sertoli, la embrionul XY, sau celulele foliculare, la embrionul XX; 3) celulele steroidogene - care vor produce hormoni sexuali si vor forma celulele Leydig (la embrionul masculin) sau celulele tecale (la embrionul feminin); 4) celulele conjunctive - care vor contribui la formarea organului ca întreg, alcatuind celulele mioide peritubulare si vascularizatia testiculelor sau celulele stromale în ovare Tot în saptamâna a sasea, concomitent cu gonadele primitive, se formeaza prin invaginarea epiteliului celomic canalele paramesonefrice (Mülleriene), care se plaseaza lateral fata de canalele excretorii ale mesonefrosului (Wolffiene) si se unesc prin capetele lor caudale Dupa aceasta faza indiferenta sau ambisexuala, din saptamâna a saptea evolutia sistemului genital se face pe cai diferite la embrionii XY si XX Astfel, sub influenta unui factor de transcriptie codificat de gena SRY, începe imediat formarea testiculelor; acest proces este rapid si, la sfarsitul saptamânii a opta, testiculul fetal produce deja hormoni Dezvoltarea ovarelor se face în absenta proteinei SRY (sau atunci cînd aceasta este anormala) si debuteaza mult mai tardiv, în saptamâna a zecea de gestatie Deci, planul de baza al dezvoltarii gonadale este înnascut si spontan feminin Formarea testiculelor Primul eveniment observabil în dezvoltarea testiculelor este aparitia celulelor primordiale Sertoli; sub actiunea proteinei SRY, celulele pre-Sertoli din regiunea medulara a cordoanelor sexuale primitive încep sa prolifereaze, se aduna în jurul celulelor germinale primitive si se diferentaza în celule Sertoli (în acest timp partea corticala a cordoanelor sexuale degenereaza) (figura 14 14); celulele Sertoli încep sa secrete hormonul anti-müllerian241, o glicoproteina care actioneaza paracrin, inducând inhibitia canalelor Müller si stimulând, probabil, formarea celulelor Leydig Celulele germinale primordiale nu sunt o conditie necesara pentru dezvoltarea testiculelor dar izolarea celulelor germinale în cordoane si contactul direct cu celulele Sertoli le obliga spre evolutie spermatogenetica: multiplicarea mitotica este inhibata si astfel se previne (pâna la pubertate) intrarea celulelor germinale în meioza În saptamâna saptea, celulele Sertoli formeaza cordoanele testiculare (ce vor deveni ulterior tubuli seminiferi); acestea prolifereaza profund în tesutul conjunctiv din jur, fuzioneaza între ele la extremitatea lor distala, formând rete testis si, în final, vor pierde contactul cu epiteliul de suprafata, fiind separate de acesta prin intermediul tunicii albuginee (figura 14 14 A) Cordoanele testiculare sunt necanalizate pe tot parcursul vietii fetale si pâna la pubertate În saptamâna a opta celulele mezenchimale din jurul cordoanelor se diferentiaza în celulele Leydig care vor începe sinteza de testosteron Dezvoltarea testiculelor este completa la sfârsitul saptamânii a opta de gestatie Formarea ovarelor începe tardiv, dupa saptamâna a 10-a; pâna atunci, singurul element care caracterizeaza ovarul este absenta caracterelor testiculare Apoi, cordoanele sexuale primare degenereaza si din mezoteliul crestei germinale se formeaza cordoanele sexuale secundare corticale (figura 14-14 B) În sapatamâna a 16-a, aceste cordoane se fragmenteaza în gramezi, înglobeaza celulele germinale primordiale diploide, diferentiate în ovogonii, devenind foliculi primordiali242; celulele epiteliale din jurul celulelor germinale se vor diferentia în celule granuloase iar celulele mezenchimale externe devin celulele tecale, echivalentul celulelor Leydig La fetusul feminin, celulele germinale primordiale continua sa prolifereze prin mitoza si se diferentiaza în ovogonii; apoi (saptamâna 11-12) ele intra în prima diviziune meiotica ca ovocite primare; atunci când sunt înconjurate de celulele pregranuloase, formând foliculii primordiali, contactul strâns cu celulele foliculare duce la oprirea meiozei (în diploten), pâna la pubertate; o parte din ovogonii nu vor fi incluse în foliculi si mor prin apoptoza Formarea foliculilior primordiali se termina la 6 luni dupa nastere De subliniat doua aspecte: * spre deosebire de fetusul XY, la fetusul XX formarea ovarelor este dependenta de prezenta celulelor germinale; în absenta lor, gonada nediferentiata degenereaza într-un tesut nefunctional, fibros, "streak gonad" * dezvoltarea ovarelor este cronologic mai tardiva decât a testiculelor, se termina în luna V-a si nu influenteaza diferentierea sexuala (care are loc aproape concomitent cu dezvoltarea gonadala) pentru ca nu produc hormoni În timpul vietii fetale, testiculele si ovarele coboara din pozitia lor initiala (de la nivelul vertebrei T10), tractate de un cordon ligamentos numit gubernaculum În saptamânile 12-24, testiculele migreaza (prin scurtarea gubernaculumului, sub actiunea androgenilor si a unui factor proteic înrudit cu insulina - vezi mai jos) si ajung la nivelul inelului inguinal intern, deasupra scrotului; în saptamâna 28 ele încep sa coboare în scrot si, la majoritatea fetusilor, ajung în aceasta pozitie la termen La fetusul feminin nu se produce scurtarea gubernaculumului si ovarele ramân în pozitie pelvina 1 2 DIFERENTIEREA SEXUALA Sexul gonadic induce dezvoltarea sexului fenotipic adica formarea ductelor genitale si a organelor genitale externe de tip feminin sau masculin, prin modificari caracteristice ale ductelor Wolf si Müller, respectiv ale sinusului urogenital Formarea structurilor de tip masculin este dependenta de secretia activa a hormonilor produsi de testiculii fetali, în timp ce formarea structurilor de tip feminin nu necesita prezenta nici unui hormon Formarea cailor genitale interne Indiferent de sexul genetic, fetusul prezinta doua structuri canaliculare: ductele mesonefrice (Wolffiene) si ductele paramesonefrice (Mülleriene) din care se vor dezvolta, în luna a treia, caile genitale interne (CGI) * Formarea CGI masculine este un proces activ care se desfasoara sub actiunea hormonilor testiculului fetal: testosteronul (actionând local) determina, în saptamânile 8-13, stabilizarea ductelor Wolffiene si diferenetierea lor în epididim, vase deferente si vezicule seminale; canalele Mülleriene regreseaza (în saptamânile 8-10), prin actiunea locala a hormonului anti-müllerian (AMH), secretat de celulele Sertoli (singurul rest din canalele Mülleriene este utricula prostatica) * Formarea CGI feminine are loc în saptamânile 9-13, în mod spontan, în absenta secretiilor endocrine ale ovarelor (care nici nu sunt înca formate!): ductele Wolffiene regreseaza iar ductele Mülleriene se dezvolta în trompe, uter si treimea superioara a vaginului Formarea organelor genitale externe (OGE) se realizeaza, în lunile a patra si a cincea, pe seama sinusului uro-genital - o structura ambivalenta, bipotentiala, prezenta la ambele sexe, si alcatuita dintr-o protuberanta mediana numita tuberculul genital, doua pliuri mediale sau pliurile uretrale (sau urogenitale), ce flancheaza santul urogenital; la exteriorul lor se formeaza doua pliuri mai mari, numite pliurile (bureletele) labioscrotale * Formarea OGE masculine Sub influenta androgenilor, în special a dihidrotestosteronului (DHT), tuberculul genital se alungeste si formeaza penisul243, pliurile uretrale fuzioneaza, dinapoi spre înainte, formând uretra peniana, iar pliurile labioscrotale cresc si se unesc, formând scrotul * Formarea OGE feminine În absenta androgenilor, la fetusul feminin normal, tuberculul genital creste putin, formând clitorisul, sinusul urogenital (SUG) ramâne deschis si se formeaza septul vezicovaginal între portiunea genitala si urinara a SUG, astfel ca uretra se deschide anterior iar vaginul posterior; vestibulul SUG este marginit lateral de pliurile urogenitale, care nu fuzioneaza si formeaza labiile mici; lateral, pliurile labioscrotale se dezvolta, formând labiile mari (unite posterior si anterior) Formarea identitatii si comportamentului sexual Dupa nastere, pe baza configuratiei OGE, se declara sexul civil si apoi copilul este crescut ca fata sau baiat, într-un mediu socio-cultural adecvat La vârsta de 2-3 ani se stabileste identitatea sexuala definita prin constientizarea apartenentei la un anumit sex La pubertate, sub actiunea hormonilor sexuali, se formeaza caracterele sexuale secundare (sexul pubertar) si se edifica comportamentul sexual sau expresia publica / sociala a identitatii sexuale Asa cum am subliniat la început, acest proces, numit si sexualitate, este la om mai important decât sexualizarea morfo-functionala 2 CONTROLUL GENETIC SI HORMONAL AL SEXUALIZARII 2 1 REGLAREA GENETICA A DEZVOLTARII GONADELOR Se stie de câteva decenii ca sexualizarea masculina este determinata de cromosomul Y: în prezenta cromosomului Y, indiferent de numarul cromosomilor X, se formeaza testicule; în absenta cromosomului Y se formeaza ovare (care însa nu au o structura si functie normala decât în prezenta ambilor cromosomi X) Efectul dominant al cromosomului Y este determinat de prezenta unei/unor gene situate într-o mica regiune de pe bratul scurt, numita TDF (de la Testis Determining Factors) Studiul molecular a unor cazuri de inversiuni sexuale (în care sexul fenotipic este discordant fata de cel genetic: barbati XX, unele femei XY, s a) a dus, în 1990, la identificarea genei SRY (de la Sex-determining Region on the Y chromosome) prezenta la toate mamiferele si capabila sa induca formarea testiculelor (introducerea genei SRY la un embrion XX de soarece determina aparitia de testicule si diferentierea masculina) Gena SRY - pentru gonade si hormonii testiculelor fetale - pentru CGI si OGE, nu sunt însa singurii "actori" ai procesului de dezvoltarea sexuala, un proces secvential, ordonat si extrem de complex Studiile din ultimii ani au început descifrarea mecanismelor genetice care sunt responsabile de etapele sexualizarii si au permis întelegerea unor aspecte din patologia acestor procese Cert este faptul ca determinismul si diferentierea sexuala sunt reglate de un complex de gene, factori de transcriptie, hormoni si receptori (tabel 14 7) Tabelul 14 7 Principalele gene implicate în dezvoltarea gonadelor masculine si feminine Gena Localizare cromosomica Proteina codificata Functia proteinei Fenotipul asociat mutatiei WT1 11p13 Proteina cu degete de zinc Dezvoltarea gonadelor primitive si a rinichilor; reglarea expresiei SRY Pseudohermafroditism masculin si disgenezie gonadica XY SF1 9q33 Receptor nuclear Dezvoltarea gonadelor primitive; reglarea sintezei de hormoni steroidieni Mutatiile heterozigote: disgenezie gonadica si insuficienta suprarenaliana LIM1 11p12-13 Proteina homeobox Dezvoltarea precoce a gonadelor si a extremitatii cefalice ? LHX9 1q31-32 Proteina homeobox Dezvoltarea precoce a gonadelor si creierului anterior ? EMX2 10q26 1 Proteina homeobox Dezvoltarea precoce a gonadelor si a neocortexului Schizencefalia tip II SRY Yp11 Proteina HMG Initiaza dezvoltarea testiculara Disgenezie gonadica XY (inversiune sexuala) SOX9 17q24 Proteina HMG Initiaza dezvoltarea testiculara; diferentierea celulelor Sertoli Displazie campomelica cu disgenezie gonadica DMRT1 9p24 3 Proteina DM Mentinerea tubilor seminiferi dupa nastere Disgenezie gonadica XY FGF9 13q11-12 Factor de crestere Proliferarea în gonada masculina si dezvoltarea plamânilor Inversiune sexuala CBX2 17q25 Proteina cromobox Dezvoltarea testiculara ? DHH 12q13 1 Proteina cu rol în semnalizare Reglator al celulelor Sertoli Disgenezie gonadica XY si neuropatie minifasciculara DAX1 Xp21 3 Receptor nuclear Antagonizeaza efectele SRY Duplicatia: disgenezie gonadica XY; hipoplazie suprarenaliana congenitala WNT4 1p32-36 Glicoproteina secretata Represia diferentierii celulelor Leydig în gonadele feminine; Stimuleaza activitatea DAX1 Duplicatia: disgenezie gonadica XY a Formarea gonadelor primordiale reprezinta prima etapa în dezvoltarea gonadelor Asa cum am aratat, acest proces începe cu formarea primordiilor gonadale nediferentiate, bipotentiale din mezodermul intermediar si migrarea celulelor germinale primordiale, care populeaza cordoanele sexuale primare din gonada nediferentiata * Studiul mutatiilor în diferite stari intersexuale au identificat câteva gene care sunt esentiale pentru dezvoltarea primordiilor gonadale Printre acestea se numara genele SF-1, WT1, LIM1, LHX9 si EMX2 (tabelul 14 7); aceste gene, care codifica factori de transcriptie generali, nu sunt specific sexuale si intervin si în alte procese embrioanre; dar o combinatie specifica de actiuni este probabil critica pentru formarea gonadelor primordiale Mutatiile acestor gene pot avea drept consecinta absenta dezvoltarii gonadelor, alaturi de alte anomalii (absenta suprarenalelor în cazul genei SF1 sau absenta rinichilor în cazul mutatiilor genei WT1 si LIM1) - Gena SF-1 codifica factorul de transcriptie steroidogenic 1(FS1), un receptor nuclear (cu ligand necunoscut) care se fixeaza la ADN (pe secventa AGGTCA) si activeaza genele implicate în steroidogeneza; dar SF1 intervine si în dezvoltarea embrionara a regiunilor cu functie endocrina: gonade primordiale la ambele sexe, suprarenale, hipofiza si nucleii hipotalamici implicati în producerea de gonadotropine SF-1 regleaza probabil si alte gene ce actioneaza în etapele urmatoare ale dezvoltarii gonadale: AMH, WT1, DAX-1 si poate chiar SRY, fie direct sau indirect (printr-o etapa intermediara) - Gena WT1 - codifica (prin matisare alternativa) mai multe proteine cu functii diferite, ce functioneaza ca factori de transcriptie ce activeaza alte gene (înca necunoscute) implicate în formarea rinichilor si gonadelor primordiale; mutatiile genei WT1 determina sindromul Denys-Drash si sindromul Frasier, afectiuni în care pacientii XY nu au gonade iar OGE sunt ambigue sau feminine - LIM1, LHX9, EMX2 - codifica proteine homeobox implicate în dezvoltarea gonadelor primordiale dar si a altor structuri embrionare * Migrarea celulelelor germinale si colonizarea gonadei primordiale este controlata (la soarece si probabil la alte mamifere) de genele c-Kit si slf ce codifica un receptor nuclear (c-Kit) si, respectiv, factorul Steel, ligandul pentru acest receptor Dupa formarea gonadei primordiale, sexualizarea evolueaza diferit la cele doua sexe b Formarea testiculelor La embrionul XY, diferentierea gonadelor primordiale în testicule este initiata de expresia genei SRY (localizata pe cromosomul Yp11 3) la nivelul liniei precursorilor celulelor de sustinere care, sub actiunea SRY, se diferentiaza în celule Sertoli (în absenta SRY aceasta linie formeaza celule foliculare); acesta este primul eveniment al diferentierii testiculare Expresia genei SRY este declansata244 la circa 7 saptamâni de gestatie si este tranzitorie, deci SRY nu este implicata în mentinerea diferentierii celulelor Sertoli, acest proces fiind realizat de alte gene, activate de SRY Gena SRY este alcatuita dintr-un singur exon, care codifica o proteina (204 aminoacizi) cu rol de factor de transcriptie - printr-un un domeniu HMG (high motility group) de legare la ADN, puternic conservat la toate mamiferele Gena SRY este o gena master care regleaza transcriptia altor gene (înca necunoscute) ce actioneaza în aval de SRY; se presupune ca SRY reprima gena DAX-1 (situata pe cromosomul X si implicata în formarea ovarelor) si prin aceasta activeaza gena SOX9 Alaturi de gena SRY sunt implicate si o serie de gene autosomale (tabelul 14 7 si figura 14-15) Printre acestea, gena SOX-9 pare a avea un rol major, fiind considerata efectorul principal ce actioneaza în aval de SRY Gena SOX9, localizata pe cromosomul 17, codifica o proteina înrudita cu SRY, având un domeniu HMG de legare la ADN, puternic conservat Mutatiile acestei gene sunt implicate în producerea displaziei campomelice, o boala care asociaza anomalii scheletice cu inversiune sexuala (femei XY) Gena SOX9 dirijeaza procesul de organizare cordoanelor testiculare, din care se vor forma tubii seminiferi, de catre celulele Sertoli; în acest proces de interactiuni celula-celula intervin probabil si molecule de semnalizare celulara din familia WNT Gena SOX9 intervine si activeaza gena AMH (un membru al familiei TGFß) în celulele Sertoli Aceasta gena codifica hormonul anti-Müllerian care determina regresia ductelor Mülleriene si, probabil, controleaza transformarea celulelor interstitiale nediferentiate în celule Leydig, precum si coborârea testiculelor Efectul genei SOX9 este potentat de genele SF1,WT1 si GATA4 care se fixeaza pe promotorul genei AMH O etapa importanta în formarea testiculelor este diferentierea celulelor germinale primordiale în spermatogonii CGP sunt programate sa se multiplice prin mitoza, sa intre apoi în meioza si sa se opreasca în profaza (asa cum se întâmpla în ovare); celulele Sertoli produc însa un factor, înca necunoscut, care le opreste în mitoza si determina astfel evolutia lor spermatogenica Un ultim proces din formarea testiculelor este diferentierea celulelor Leydig din celulele mezenchimale din jurul cordoanelor; acest proces este controlat de mai multe gene, printre care AMH si SF1 Alte gene implicate în dezvoltarea testiculelor, ale caror mutatii produc inversiune sexuala, sunt DMRT1, FGF9 si CBX2; locul lor de actiune nu este înca precizat Se stie doar ca DMRT1 este exprimata, ca si SOX9 la începutul dezvoltarii testiculare iar mutatiile genei DHH produc absenta spermatogenezei c Formarea ovarelor Reglarea genetica a formarii ovarelor este mai putin cunoscuta Se cunosc doar câteva gene cu rol major în acest proces precum genele DAX-1 si WNT4 Dezvoltarea normala a ovarelor necesita functionarea ambelor alele ale genei DAX1 (dovezi: disgenezia ovariana la fetusii cu 45,X sau sindrom Turner ori formarea de ovare în bandeleta la fetusii XY purtatori ai duplicatiei regiunii în care se afla DAX-1) La fetusul XX gena DAX-1 inhiba gena SOX9 (la embrionul XY gena SRY represeaza DAX1 si astfel activeaza gena SOX9) Gena WNT4 are drept rol inhibarea cailor de semnalizare care conduc la diferentierea celulelor Leydig 2 2 CONTROLUL DIFERENTIERII SEXUALE Formarea CGI si OGE masculine sau feminine depinde de prezenta sau absenta tesutului testicular functional La sexul masculin, dupa formarea testiculelor, la circa 8 saptamâni, acestea determina un fenotip sexual masculin prin producerea de hormoni, enzime si receptori care mediaza actiunea lor245: hormonul luteinizant fetal (LH), receptorul LH si HCG, enzimele implicate în biosinteza testosteronului, hormonul anti-müllerian (AMH) si receptorul de AMH, steroid 5?-reductaza 2 (implicata în conversia testosteronului în dihidrotestosteron), receptorul de androgen * Diferentierea ductelor Wolffiene în CGI masculine necesita testotseron, secretat de celulele Leydig, dupa activarea receptorului LH/CG de pe suprafata lor de catre HCG în trimestrul I de sarcina si apoi de LH fetal; actiunea testosteronului este mediata de receptorul nuclear de androgeni (AR), un factor de transcriptie care dupa fixarea hormonului interactioneaza cu promotorul unor gene tinta incomplet cunoscute (una din ele este gena pentru receptorul AMH) * Regresia ductelor Mülleriene este indusa de hormonul anti-müllerian (AMH)246, un hormon glicoproteic (din clasa TGF-?) secretat de celulele Sertoli; secretia de AMH este indusa de factori incomplet cunoscuti (probabil de produsii genelor SF-1 si SRY) Actiunea AMH necesita un receptor specific, AMHR (o proteina transmembranara cu activitate serin-treonin kinazica a carei sinteza este reglata în parte de gena AR); receptorul este situat în mezenchimul ce înconjoara canalele Mülleriene; interactiunea AMH-AMHR induce involutia lor prin apoptoza Mutatiile genei pentru AMF sau pentru receptorul sau au ca rezultat sindromul persistentei canalelor Müller * Masculinizarea OGE nediferentiate (sinusul urogenital) se face prin actiunea dihidrotestosteronului, produs prin conversia testosteronului de catre 5?-reductaza 2; el are o mare afinitate pentru receptorii de androgeni (AR), codificati de o gena situata pe Xq11 Complexul DHT-AR se fixeaza pe promotorii unor gene tinta ce controleaza masculinizarea OGE Mutatiile la nivelul acestei gene au ca rezultat sindromul de insensibilitate la androgeni * Un alt hormon produs de catre celulele Leydig este insulin-like hormone 3 (InsL3) care este implicata în controlul initial al coborârii testiculilor fetali de la nivelul de formare pâna în punga scrotala Insulina 3 este exprimata la nivelul gubernaculum-ului care dirijeaza descendenta testiculilor fetali Mutatiile la nivelul acestei gene au drept rezultat criptorhidia bilaterala Alte gene implicate în coborârea testiculara sunt HOX10 si HOX11 La sexul feminin se produce în mod normal regresia canalelor Wolf si diferentierea canalelor Müller si a sinusului urogenital în structuri feminine Aceste procese se produc spontan si pasiv, fara nici o interventie hormonala deoarece ovarele nu sunt înca complet formate Unul dintre aspectele importante dar cele mai putin întelese din cadrul dezvoltarii sexuale este determinismul comportamentului sexual specific fiecarui sex O serie de date experimentale cât si unele observatii derivate din studiul unor stari patologice la om sustin însa rolul major al hormomilor sexosteroizi în dezvoltarea comportamentului sexual Hormonii sexuali par sa actioneze în cursul vietii fetale si în cursul perioadei neonatale asupra unor structuri specifice de la nivelul sistemului nervos central (hipotalamusul anterior si sistemul limbic) determinând o organizare neuronala caracteristica fiecarui sex, care reprezinta astfel "substratul anatomic" al comportamentului sexual Interesant este faptul ca hormonul principal responsabil de organizarea de tip masculin a creierului la barbati este estradiolul, produs prin conversia locala a testosteronului, sub actiunea aromatazei247 La fetusii de tip feminin exista desigur estradiol circulant dar acesta este legat de alpha-fetoproteina, o componenta majora a serului fetal Aceasta proteina nu poate însa lega testosteronul, care va atinge astfel tintele cerebrale Alterarea acestei organizari specifice a creierului în cursul vietii fetale si în perioada neonatala este considerata a fi implicata în etiologia homosexualitatii 3 TULBURARI ALE DEZVOLTARII SEXUALE Fiecare etapa din cadrul determinismului si diferentierii sexuale poate fi perturbata producând tulburari variate de sexualizare248 (tabelul 14 8) Cauzele unor asemenea afectiuni sunt multiple, de la factori de mediu, precum administrarea unor medicamente cu efect virilizant în cursul sarcinii, la anomalii cromosomice (monosomia X), mutatii monogenice (sindromul testiculului feminizant) sau cauze multifactoriale precum în majoritatea cazurilor de hipospadias Exista dificultati reale de clasificare a acestor boli si, ca urmare, categoriile descrise mai jos prezinta adeseori suprapuneri partiale Tabelul 14 8 Clasificarea tulburarilor de dezvoltare sexuala (dupa Wilson JD si Griffin JE, 2001) Anomalii ale cromosomilor sexuali * Sindromul Klinefelter * Barbatii XX * Sindromul Turner * Disgenezia gonadica mixta * Hermafroditismul adevarat Anomalii ale formarii sexului gonadic * Disgenezia gonadica pura * Disgenezia testiculara * Sindromul testiculilor absenti Anomalii ale diferentierii sexuale * Pseudohermafroditismul feminin - Hiperplazia congenitala suprarenaliana - Pseudohermafroditismul feminin nonadrenalian - Anomalii ale dezvoltarii ductelor mulleriene * Pseudohermafroditismul masculin - Anomalii ale sintezei androgenilor - Anomalii in actiunea androgenilor - Sindromul de persistenta a ductelor mülleriene - Defecte în dezvoltarea organelor genitale masculine 3 1 ANOMALIILE CROMOSOMILOR SEXUALI Acest grup frecvent de boli cuprinde tulburarile de dezvoltare sexuala care sunt rezultatul unor anomalii cromosomice de numar sau de structura, omogene sau în mozaic Deoarece sindroamele Klinefelter si Turner au fost discutate pe larg în capitolul 10, aici vor fi prezentate celelalte entitati din tabelul 14 8 a Sindromul barbatilor XX este o afectiune întâlnita la circa 1 la 20000 nou-nascuti cu fenotip masculin Trasaturile clinice seamana cu cele ale unui sindrom Klinefelter Testiculi sunt mici si fermi (sub 2 cm), ginecomastia este frecventa, penisul are dimensiuni normale sau scazute; alte elemente caracteristice sunt hialinizarea testiculara cu azoospermie si absenta oricaror structuri urogenitale de tip feminin Identitatea psihosociala este de tip masculin, nivelele plasmatice ale testosteronului sunt scazute iar nivelele estradiolului si gonadotropinelor plasmatice crescute Barbatii XX au talia sub nivelul mediu al barbatilor normali, nu prezinta probleme cognitive, iar incidenta hipospadiasului este crescuta Majoritatea barbatilor XX au translocatii ale unui mic segment din Yp (ce contine gena SRY) pe Xp; exista însa si cazuri produse de mutatii ale unor gene autosomale implicate în dezvoltarea testiculara b Disgenezia gonadica mixta este determinata cel mai adesea de mozaicisme 45,X/46XY care apar prin pierderea cromosomului Y în una din primele diviziuni postzigotice Indivizii afectati au de regula un testicul pe o parte si un ovar fibrozat de cealalta parte, dar pot exista si testiculi disginetici sau ovare fibrozate bilateral Incidenta afectiunii nu este cunoscuta, dar este considerata a doua cauza de ambiguitate a organelor genitale externe la nou-nascuti dupa hiperplazia congenitala suprarenaliana Fenotipul depinde de proportia si distributia în organism a celulelor XY La doua treimi din cazuri domina fenotipul feminin, dar cu hipertrofie clitoridiana, sinus urogenital si fuziune partiala labioscrotala Testiculul este localizat cel mai adesea intraabdominal, dar poate fi prezent si intrainghinal Aproape invariabil sunt prezente uterul, vaginul si cel putin o trompa uterina Postpubertar testiculul, care contine numerose celule Leydig si tubi seminiferi numai cu celule Sertoli, va secreta androgeni, determinând fenomene de virilizare c Hermafroditismul adevarat249 este o conditie în care sunt prezente ambele tipuri de gonade la acelasi individ Afectiunea are o incidenta necunocuta, pâna în prezent fiind descrise circa 400 de cazuri Exista mai multe variante: forme laterale (testicul pe o parte si ovar de cealalta parte - 40%), forme unilaterale (un ovotestis pe o parte si testicul sau ovar controlateral - 40%) si forme bilaterale (ovotestis de fiecare parte - 20%) OGE sunt de obicei sub forma de peno-clitoris (hipospad) si labio-scrot Circa doua treimi din cazuri prezinta cariotip 46,XX, 10% au cariotip 46,XY iar restul sunt himere (XX/XY produse printr-o dubla fecundare) sau mozaicuri cu cel putin o linie celulara cu un cromosom Y prezent Mecanismul dezvoltarii anormale a gonadelor nu este cunoscut Doar 10% din cazurile 46,XX prezinta gena SRY ca urmare a translocatiei unei portiuni a cromosomului Y Restul sunt considerate a fi rezultatul unor mutatii cu câstig de functie ale unor gene situate în aval fata de SRY în calea de dezvoltare testiculara 3 2 ANOMALII ALE FORMARII SEXULUI GONADIC Aceste afectiuni sunt caracterizate prin prezenta unui cariotip normal, dar cu anomalii în structura gonadelor a Disgenezia gonadica pura cuprinde un grup de afectiuni în care persoanele bolnave au un cariotip normal XX sau XY, sunt fenotipic femei si prezinta gonade cu structura anormala, adesea sub forma unor bandelete fibrozate Se asociaza frecvent o dezvoltare redusa a uterului si a trompelor uterine precum si a caracterelor sexuale secundare Disgeneziile gonadice pure sunt determinate de mutatii la nivelul unor gene esentiale pentru dezvoltarea gonadelor Exista chiar forme familiale care sugereaza o transmitere autosomal recesiva sau legata de X În formele cu cariotip 46,XY pot exista mutatii punctiforme sau deletii la nivelul genei SRY sau a altor gene care influenteaza expresia SRY b Disgenezia testiculara cuprinde un grup de tulburari ale dezvoltarii testiculare care sunt prezente la indivizi cu cariotip 46,XY Anomaliile testiculare pot merge de la unele foarte severe, asemanatoare cu cele din disgenziile gonadice pure, care conduc la inversiune sexuala, pâna la unele mai putin severe Deoarece genele implicate în producerea acestor boli (WT1, SF1, SOX9, DAX1, WNT4) controleaza si dezvoltarea altor tesuturi, acestor anomalii li se asociaza frecvent si alte afectari sistemice c Sindromul testiculelor absente (agenezia gonadica) cuprinde un spectru larg de manifestari fenotipice prezente la indivizi 46,XY cu testicule rudimentare sau absente, dar cu dovada neechivoca ca functia testiculara endocrina (precum regresia ductelor Muller sau sinteza de testosteron) a existat cândva în cursul vietii embrionare În contrast, în disgenezia gonadica pura XY nu exista nici o dovada a activitatii testiculare endocrine în cursul vietii embrionare Cauzele regresiei functiei testiculare pot fi diverse, precum mutatii ale unor gene, factori teratogeni sau traumatisme În forma pura de agenezie testiculara indivizi 46,XY sunt fenotipic femei, dar nu prezinta deloc structuri derivate din ductele Muller, si nici organe accesorii ale aparatului reproductiv de tip masculin În aceste cazuri esecul testicular a aparut dupa dezvoltarea celulelor Sertoli capabile sa secrete hormon antimullerian, dar înainte de debutul functiei celulelor Leydig La extrema cealalta sunt indivizi fenotipic barbati dar cu anorhie bilaterala (cu organe genitale externe masculine, dar adeseori microfalus, absenta structurilor mulleriene si prezenta celor wolffiene) 3 3 ANOMALII ALE DIFERENTIERII SEXUALE Acest grup de boli cuprinde pseudohermafroditismele (PH) feminine si masculine, afectiuni în care exista o discordanta între sexul genetic si gonadic, normale si concordante, si OGE ambigue În functie de sexul genetic se deosebesc doua forme: PH feminine (XX, ovare si diferite grade de masculinizare a OGE) - 85% din starile intersexuale si PH masculine (XY, testicule si OGE incomplet masculinizate) - 14% dintre starile intersexuale a Pseudohermafroditismele feminine apar la femei 46,XX cu ovare bilaterale, dar cu grade variabile de virilizare a tractului genital, datorita excesului de androgeni în cursul vietii fetale Hiperplazia congenitala suprarenaliana este cauza cea mai frecventa de pseudohermafroditism feminin si este consecinta unor anomalii în caile de sinteza a hormonilor steroidieni la nivelul glandei suprarenale (figura 14-16) Cea mai frecventa forma de este cauzata de deficitul de 21 hidroxilaza (prezentata pe larg în caseta 3 2), dar pot fi implicate si deficitele de 11-beta-hidroxilaza ori 3-beta-hidroxisteroid dehidrogenaza izomeraza 2 (tabelul 14 9) Tabelul 14 9 Forme de hiperplazie congenitala de suprarenala Deficienta Cortisol Aldosteron Grad de virilizare la femei Esecul virilizarii la barbati Hormonul steroidian dominant Alte caracteristici 21-hidroxilaza - partiala - severa (cu pierdere de sare) Normal Redus Exces Redus ++++ ++++ Absent Absent 17-hidroxiprogesteron 17-hidroxiprogesteron 95% cazuri 5% 11-beta-hidroxilaza Redus Redus ++++ Absent 11-deoxicortisol si 11- deoxicorticosteron Hipertensiune arteriala 3-beta-hidroxisteroid dehidrogenaza izomeraza 2 Redus Redus + ++++ dehidroepiandrosteron Deseori pierdere de sare A doua ca frecventa 17-alfa-hidroxilaza Redus Redus Absent ++++ corticosteron si 11-deoxicosticosteron Hipertensiune arteriala Pseudohermafroditismul feminin nonadrenalian poate fi determinat de mutatii la nivelul genei care codifica aromataza placentara (CYP19) care cauzeaza virilizarea embrionilor feminini datorita conversiei deficitare a androgenilor în estrogeni Pseudohermafroditismul feminin poate aparea, de asemenea, ca urmare a unor tumori ovariene virilizante (precum areoblastoame sau luteoame) sau mai rar ca urmare a unor tumori virilizante suprarenaliene De asemenea, administrarea unor compusi progesteronici cu efecte secundare androgenice (precum 17-alfa-19-nortestosteronul) pentru prevenirea avorturilor poate determina masculinizarea fetusilor feminini Anomaliile dezvoltarii ductelor mulleriene (sindromul Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser) reprezinta a doua cauza de amenoree ca frecventa dupa sindromul Turner Majoritatea pacientelor sunt identificate ca urmare a absentei menstruatiilor la vârsta pubertara Înaltimea este normala, ca si caracterele sexuale secundare Uterul poate varia de la aproape normal pâna la forma bicornuata rudimentara cu sau fara lumen Se poate asocia cu anomalii renale (agenezie, ectopie, rinichi în potcoava) sau scheletice (vertebre supranumerare, asimetrice sau fuzionate - sindromul Klippel-Feil) b Pseudohermafroditismele masculine (defecte în virilizarea embrionilor 46,XY) pot aparea ca urmare a unor defecte în sinteza androgenilor, defecte în actiunea androgenilor, defecte în regresia ductelor mulleriene sau ca urmare a unor cauze incerte (1) Anomaliile în sinteza hormonilor androgeni sunt responsabile doar de aproximativ o cincime din cazurile de pseudohermafroditism masculin În aceasta categorie se încadreaza agenezia celulelor Leydig sau hipoplazia lor produsa printr-un defect al receptorilor hCG/LH precum si deficite enzimatice ce afecteaza biosinteza androgenilor Fiecare dintre aceste defecte blocheaza o etapa în conversia colesterolului catre testosteron (vezi figura 14-16) : * mutatia genei STAR (care codifica reglatorul steroidogenetic) afecteaza transportul colesterolului din citoplasma catre interiorul mitocondriei la nivelul glandelor suprarenale si a gonadelor; produc hiperplazia lipoida congenitala de suprarenala); * deficienta 3 beta hidroxisteroid dehidrogenazei izomeraza 2 altereaza transformarea dehidroepi-androstendionului în androstendion; * deficienta de 17 alpha hidroxilaza (CYP17) altereaza hidroxilarea în pozitia 17 a pregnenolonului si progesteronului; * deficienta 17,20 liazei altereaza transformarea 17 OH steroizilor în 17 cetosteroizi; * deficienta 17 beta hidroxisteroid dehidrogenazei 3 - cea mai frecventa forma - afecteaza ultima etapa în sinteza testosteronului, reducerea gruparii 17-ceto a androstendionului Toate aceste boli cu defecte în sinteza testosteronului sunt caracterizate prin regresia normala a ductelor Müller Masculinizarea tractului urogenital este variabila, de la aspect masculin cu hipospadias moderat pâna la aspect feminin, în functie de severitatea defectelor enzimatice si existenta unor cai alternative (2) Anomaliile în actiunea androgenilor se caracterizeaza prin sinteza normala a testosteronului si regresia normala a canalelor Muller, prezenta anomaliilor în dezvoltarea fenotipului masculin fiind determinata de tulburari în actiunea androgenilor la nivelul tesuturilor tinta Deficienta 5 alpha reductazei 2 este o boala transmisa autosomal recesiv caracterizata prin: hipospadias sever perineoscrotal, sac vaginal de dimensiune variabila deschis fie în sinusul urogenital, fie în uretra, testicule normal dezvoltate cu canalele ejaculatorii deschise în fundul de sac vaginal, pilozitate de tip feminin dupa pubertate, dar fara dezvoltarea sânilor, absenta uterului si a trompelor uterine si nivel normal al testosteronului Enzima 5 alpha reductaza 2 este responsabila de conversia testosterolului în dihidrotestosteron, hormon care dupa cum am precizat controleaza dezvoltarea organelor genitale externe si a sinusului urogenital În schimb, organele derivate din canalele Wolf, a caror dezvoltare este dependenta de testosteron, au aspect normal Anomalii ale receptorului androgenic Receptorul androgenic face parte din familia receptorilor nucleari, fiind codificat de o gena localizata pe cromosomul X Mutatiile acestei gene altereaza actiunea hormonilor androgeni la nivelul organelor tinta pertrurbând, ca urmare, dezvoltarea fenotipica de tip masculin si virilizarea * Sindromul de feminizare testiculara completa (sindromul Morris) este o forma frecventa de pseudohermafroditism masculin (1/20 000 nou nascuti) Este a treia cauza de amenoree primara dupa sindromul Turmer si absenta congenitala a vaginului Diagnosticul este pus prepubertar datorita identificarii unei hernii inghinale care contine un testicul sau postpubertar datorita amenoreei Majoritatea cazurilor au aspect feminin normal cu caractere sexuale secundare normale, exceptând reducerea /absenta pilozitatii axilare si pubiene ("femeile manechin") Vaginul este închis în fund de sac si adesea rudimentar iar trompele si uterul sunt absente, datorita hormonului antimullerian care a fost secretat în cursul vietii fetale Testiculii pot fi localizati intraabdominal sau inghinal si trebuie extirpati chirurgical datorita riscului de malignizare * Feminizarea testiculara incompleta este întâlnita mult mai rar OGE sunt ambigue, cu fuziune partiala labioscrotala si hipertrofie clitoridiana, la care se adauga adeseori dezvoltarea incompleta a canalelor Wolf La pubertate se poate asocia o virilizare accentuata, ceea ce indica efectuarea gonadectomiei prepubertar * Sindromul Reifenstein este datorat unor mutatii ale receptorului androgenic250 care afecteaza doar partial functia acestor proteine Ca urmare, predomina fenotipul si dezvoltarea psihologica de tip masculin, dar cu hipospadias perineoscrotal, ginecomastie frecventa, criptorhidism si azoospermie (3) Sindromul persistentei ductelor Müller este o boala rara întâlnita la indivizi cu gonade si fenotip de tip masculin, dar care asociaza în plus si prezenta uterului si a trompelor uterine, adeseori vestigiale si situate în canalele inghinale Afectiunea, transmisa autosomal recesiv, este determinata de mutatii fie la nivelul genei care codifica hormonul antimullerian, fie al genei pentru receptorul acestuia, ceea ce afecteaza regresiunea structurilor derivate din canalele Müller c Defecte în dezvoltarea organelor genitale masculine sunt reprezentate de hipospadias si criptorhidie * Hipospadiasul este o anomalie congenitala frecventa (0,5-0,8% din baieti) în care deschiderea uretrei are loc într-o pozitie anormala pe fata ventrala, într-un punct situat intermediar între sediul normal si perineu În functie de pozitia orificiului uretral, hipospadiasul este clasificat în glandular, penian sau perineoscrotal Adeseori se asociaza contractia si incurbarea ventrala a penisului (cordee) Deoarece dezvoltarea penisului este dependenta de androgeni, hipospadiasul este considerat a fi rezultatul unor anomalii în formarea sau actiunea acestora Cu toate acestea, cauzele cunoscute (boli monogenice, boli cromosomice, ingestia unor droguri în cursul sarcinii) sunt responsabile doar de 25% din cazuri, în restul etiologia fiind necunoscuta * Criptorhidismul (testiculul necoborât congenital - TNC) Aproximativ 3% din nou-nascutii la termen si 30% din nou-nascutii de sex masculin prematuri prezinta cel putin un testicul necoborât în scrot în momentul nasterii, dar coborârea este adeseori completata în urmatoarele luni, astfel ca la vârsta de un an incidenta TNC este de circa 0,6 - 0,7% Desi au fost identificati câtiva factori care controleaza descendenta testiculara, cauzele criptorhidismului sunt înca putin cunoscute Cele doua complicatii majore ale criptorhidismului sunt afectarea spermatogenezei si transformarea maligna 4 CONDUITA PRACTICA ÎN TULBURARILE DE SEXUALIZARE Depistarea unei ambiguitati sexuale la nastere este o urgenta psihosociala Problema esentiala pentru medic este un diagnostic corect, cât mai precoce posibil Medicul neonatolog trebuie sa recunoasca orice incertitudine privind "sexul adevarat" al copilului examinând minutios OGE Tinând cont de vârsta gestationala, el trebuie sa fie atent la orice mici modificari în structura genitala, mai ales la hipertrofiile clitoridiene, micropenisul ( 35 de ani - Alfa feto-proteina anormala în serul matern - Triplu test anormal - Ecografia fetala b) Screening neonatal - sânge - urina - Fenilcetonurie - Hipotiroidie congenitala; s a - Aminoacidopatii c) Screeningul heterozigotilor în anumite grupuri etnice - Talassemie, sicklemie - Fibroza chistica - Boala Tay-Sachs II Screening familial* - presimptomatic - purtatorii sanatosi de anomalii cromosomice echilibrate - heterozigotii în boli recesive: autosomale legate de X - premutatii - Boala Huntington, cancer sân, cancer colon, s a - Translocatii - Fibroza chistica - Distrofie musculara Duchenne - Sindromul X fragil, s a * Pe baza de Registre genetice Initial screeningul genetic era numai neonatal si viza fenilcetonuria - o afectiune în care, dupa depistarea sa la noi nascuti, o dieta cu continut redus de fenilalalnina putea preveni retardul mental produs de boala; ulterior, screeningul neonatal s-a extins la hipotiroidia congenitala si apoi la alte erori înnascute de metabolism Aproape concomitent s-a introdus screeningul prenatal pentru defectele de tub neural (DTN) deschise - prin dozarea alfa fetoproteinei (AFP) în lichidul amiotic si apoi în serul matern; actiunea a fost foarte eficienta deoarece, în trei decenii, prevalenta DTN a scazut semnificativ (de circa 30 de ori în Marea Britanie) Determinarea AFP si a altor markeri serici materni a permis de asemenea identificarea sarcinilor cu sindrom Down sau cu alte aneuploidii autosomale Screeningul seric matern si ecografia fetala permit depistarea a circa 3/4 din fetusii cu sindrom Down si peste 80% din sarcinile cu DTN În multe tari, screeningul prenatal a devenit o parte importanta a îngrijirii prenatale de rutina, Screeningul populational s-a dezvoltat ulterior prin introducerea depistarii, în populatia adulta, a purtatorilor sanatosi ai unei mutatii pentru una dintre bolile genetice frecvente în populatia respectiva (talassemie, sicklemie, fibroza chistica, cancere ereditare etc); acest lucru este util pentru sfatul genetic acordat cuplurilor de heterozigoti, al caror risc de a avea un descendent afectat este de 25% În acest context, o alta actiune profilactica eficace o reprezinta registrele genetice, realizate în Centrele de Genetica Medicala, ce contin informatii despre bolnavii cu anumite afectiuni precum si despre rudele lor sanatoase, cu risc genetic crescut; ele reprezinta o premiza valoroasa pentru initierea unor actiuni de diagnostic precoce, prenatal sau presimptomatic postnatal În era medicinii genomice se va dezvolta medicina predictiva pe baza screeningului populational care va determina susceptibilitatea individuala la bolile comune ale adultului, cum ar fi boala coronariana, diabetul zaharat sau cancerul; va deveni, astfel, posibila identificarea unor persoane sau grupe de risc la care se vor initia actiuni de preventie primara (de exemplu, dieta, exercitiile s a) sau secundara (detectarea precoce sau interventiile farmacologice) pentru a preveni boala sau îmbunatati starea de sanatate În ultimii ani s-au înregistrat progrese însemnate în screeningul populational prin folosirea unor noi tipuri de teste si de instrumente: spectrofotometrie, fluorometrie, determinarile imunoreactive, spectrometria de masa, genetica moleculara 1 PRINCIPII DE SCREENING POPULATIONAL 1 1 CRITERIILE DE SCREENING Orice program de screening populational trebuie sa îndeplineasca o serie de criterii care tin de boala, test si program * Boala trebuie sa fie relativ frecventa în populatia tinta si sa aiba efecte potentiale severe asupra starii de sanatate, care sa poata fi prevenite sau ameliorate, printr-o interventie medicala precoce; acest lucru va asigura beneficiul necesar, în masura sa justifice costul programului de screening * Testele trebuie sa fie non-invazive, usor de realizat (eventual prin automatizare) si ieftine; ele trebuie sa aiba o acuratete ridicata Acuratetea se refera la capacitatea testului de a separa indivizii care au boala de cei care nu o au; ea implica doua componente: sensibilitatea si specificitatea (determinate prin compararea rezultatelor screeningului cu acelea ale testelor definitive de diagnostic; tabelul 18 2): * sensibilitatea este abilitatea testului de a identifica corect indivizii care au boala; ea se masoara prin proportia indivizilor afectati la care testul este pozitiv ("adevarati pozitivi"); se poate exprima si prin proportia rezultatelor fals-negative, adica a cazurilor neidentificate; * specificitatea este capacitatea testului de a identifica corect subiectii care nu sunt afectati; ea se masoara prin proportia indivizilor neafectati la care testul este negativ ("adevarati negativi); se poate exprima si prin proportia rezultatelor fals-pozitive, (1- specificitatea) adica a cazurilor neafectate incorect depistate; Testele de screening sunt - într-un numar foarte redus - 100% sensibile si 100% specifice deoarece distributia valorilor testului în populatia bolnavilor se suprapune partial pe cea observata în populatia neafectata; astfel, un test screening - spre deosebire de un test diagnostic - va identifica incorect unii indivizi din populatia testata; de aceea se stabileste o valoare prag care separa indivizii afectati din populatie de cei neafectati Acuratetea testelor pozitive - ori valoarea predictiva pozitiva sau proportia testelor pozitive care sunt cu adevarat pozitive - se masoara prin proportia indivizilor cu test pozitiv care au într-adevar boala [se calculeaza prin raportul a/(a+b) din tabelul 18 2] Tabelul 18 2 Calculul sensibilitatii si specificitatii Starea de boala Test Screening Bolnavi Sanatosi Rezultate pozitive (+) a (adevarat pozitiv) b (fals pozitiv) Rezultate negative (-) c (fals negativ) d (adevarat negativ) Sensibilitate = a/(a+c) Specificitate = d/(b+d) Valoare predictiva pozitiva = a/a+b) * Programul trebuie oferit în mod corect si echitabil, unui numar cât mai mare de persoane; participarea trebuie sa fie voluntara, bazata pe o informare completa si usor de înteles, care sa permita un consimtamânt informat Foarte important este ca programul sa asigure resursele necesare pentru diagnosticul si tratamentul persoanelor depistate prin screening Costul programului de screening trebuie sa fie rezonabil si permisibil iar relatia cost-beneficiu - corecta Decizia introducerii unui program de screening se bazeaza pe factori etici, medicali, financiari si politici Costurile "masurabile" includ cheltuielile necesare desfasurarii programului de screening si costurile îngrijirii/tratamentului pacientilor identificati în stadiul presimptomatic276 Beneficiile, deseori dificil de evaluat, sunt reprezentate de îmbunatatirea calitatii vietii pentru pacient si familie plus reducerea costurilor îngrijirii pacientilor depistati clinic tardiv 1 2 TIPURI DE SCREENING POPULATIONAL În functie de populatia tinta si de obiective se pot deosebi mai multe categorii operationale de screening populational (tabelul 18 1) * Screeningul prenatal - urmareste identificarea gravidelor cu risc suficient de mare pentru a justifica aplicarea unor proceduri de diagnostic invaziv care, datorita riscului medical si costului ridicat, nu pot fi aplicate la toate gravidele Se realizeaza prin dozarea unor markeri biochimici fetali în serul matern si ecografie fetala pentru a depista fetusii cu defecte deschise de tub neural (si eventual alte malformatii congenitale) precum si cei cu sindrom Down (si alte aneuploidii) * Screeningul neonatal - se adreseaza unor boli monogenice relativ frecvente (fenilcetonuria, hipotiroidia congenitala s a) care nu pot fi diagnosticate clinic la nastere, au consecinte severe si sunt costisitor de tratat, daca se intervine tardiv, dupa aparitia manifestarilor clinice Ele trebuie sa beneficieze de un tratament care sa reduca atât severitatea bolii (daca este început presimptomatic) cât si costurile îngrijirii pacientului (comparativ cu tratamentul început postsimptomatic) * Screeningul purtatorilor sanatosi ai unei mutatii pentru o anumita boala monogenica frecventa într-o anumita populatie (talasemie, sicklemie, fibroza chistica, etc)277 identifica familiile cu risc genetic crescut 1 3 SERVICIILE DE SCREENING Realizarea screeningului nu este o problema tehnica ci mai ales una profesionala si manageriala Într-adevar, screeningul se impune a fi realizat de un serviciu integrat, de înalta calitate (acreditat), care trebuie sa asigure patru elemente: management, monitorizare, informare si decizie, pregatire profesionala continua * Managementul serviciului trebuie sa fie asigurat de catre un medic consultant, cu experienta în screening, care va avea toate responsabilitatile serviciului; el va fi ajutat de catre un coordonator de screening - responsabil de activitatea zilnica Cei doi coordonatori trebuie sa lucreze într-o strânsa colaborare si sa ajusteze programul de screening si metodele de furnizare a serviciilor în functie de resurse si necesitati Pentru introducerea si desfasurarea testarii sunt esentiale colectarea probelor, infrastructura de laborator si profesionalismul echipei * Monitorizarea programului include evaluarea periodica a performantelor testelor, a metodelor de laborator si furnizarea serviciilor - prin actiuni de control de calitate, intern si extern; în functie de datele obtinute se va realiza o ameliorare continua a programului de screening * Informare si decizie Persoanele ce ar putea beneficia de screening trebuie sa fie informate adecvat (oral si în scris), înainte de efectuarea testului, despre metodele de screening, avantajele si limitele lor (posibilitatea unor rezultate fals negative sau fals pozitive), pentru a lua o decizie personala informata privind participarea la test Dupa efectuare, rezultatele pozitive trebuie transmise imediat, de catre o persoana care sa cunoasca bine problemele legate de screening si sa le explice într-o maniera tonica, relaxanta si plina de întelegere Rezultatele negative se pot comunica prin telefon cu mentiunea ca nu exclud complet ca subiectul sa fie afectat Esential este ca subiectii sa înteleaga faptul ca metodele de screening nu realizeaza un diagnostic cert ci numai o apreciere a riscului * Pregatirea continua a staff-ului (training) este importanta, pentru a asigura calitatea tuturor etapelor/ operatiunilor (începând de la completarea formelor de solicitare a testului - cu date clinice relevante pentru interpretare, metoda de lucru si terminând cu transmiterea rezultatelor) Periodic se vor face informari privind controlul de calitate si performantele programului în care echipa tehnica este implicata 1 4 PROBLEME ETICE ASOCIATE SCREENINGULUI POPULATIONAL Toate tipurile de screening - prenatal, neonatal, al purtatorilor adulti - ridica multiple si delicate probleme etice; desi ele vor fi discutate în detalii în capitolul 20 vom preciza aici câteva aspecte Problema esentiala este posibilitatea compromiterii autonomiei de decizie a cuplului (în cazul screeningului prenatal) sau a parintilor (în cazul screeningului neonatal), determinata de o informare inadecvata premegatoare testarii La aceasta se poate adauga o inechitate în accesul la programele de screening (în special prenatal) datorita fie limitarii resurselor sau distributiei lor inegale (fapt ce împiedica efectuarea screeningului întregii populatii tinta), fie unei adresabilitati inegale, determinata de o informare si educatie sanitara deficitare (a populatiei dar si a medicilor de familie) sau de dificultatile financiare ale familiei * În screeningul seric matern prenatal cuplurile pot sa nu înteleaga semnificatia proportiilor de rezultate fals pozitive (5%) sau fals negative (10-20%) si astfel pot fi confruntate cu optiunile diagnosticului prenatal pe care ele nu le-au luat în considerare; la aceasta se pot adauga complexitatea interpretarii testelor si dificultatile în întelegerea informatiilor post-testare Mai exista si o problema de costuri care cresc (cu circa 25%) o data cu numarul mai mare de amniocenteze necesare pentru validarea testelor serice materne * În screeningul neonatal, pentru a reduce rata nedepistarii unor cazuri de boala, este necesar un nivel înalt de participare la screening; în unele tari/regiuni participarea la screening este obligatorie, dar cele mai multe programe se bazeaza pe includerea voluntara a mamelor în testare Deseori se alege varianta "opt-out": gravidele sunt informate prenatal despre test si daca nu-si exprima dezacordul sunt incluse automat în testare, fara a li se mai cere alt consimtamânt Desigur, din punct de vedere etic, varianta "opt-in" este cea mai corecta deoarece se solicita un consimtamânt informat, activ, înainte de efectuarea testului * Screeningul purtatorilor sanatosi se confrunta cu problema confidentialitatii datelor, mai ales fata de angajatori sau companiile de asigurari Vom sublinia, din nou, ca programele de screening ar trebui sa fie oferite în mod echitabil întregii populatii, participarea ar trebui sa fie voluntara, bazata pe o informare completa si usor de înteles, care sa permita un consimtamânt informat; persoanele vizate au dreptul de a alege sa nu fie testate 2 SCREENINGUL PRENATAL Screeningul prenatal se efectueaza prin determinarea concentratiei unor markeri biochimici fetali278 în serul matern, care se modifica semnificativ în sarcinile în care fetusul are defecte de tub neural (DTN) deschise, sindrom Down sau alte anomalii congenitale 2 1 SCREENINGUL PRENATAL AL DTN DESCHISE Initial screeningul serului matern a vizat DTN279 prin determinarea alfa fetoproteinei (AFP), la 16 saptamâni de vârsta gestationala (VG)280, care are valori semnificativ mai mari la gravidele cu fetusi ce au DTN deschise * AFP este echivalentul fetal al albuminei si principala proteina din sânge în primele stadii ale dezvoltarii fetale; treptat, spre sfârsitul perioadei fetale si neonatal, AFP este înlocuita cu albumina AFP difuzeaza prin membranele fetale în sângele matern; în mod normal, concentratia AFP în serul matern (AFM-SM) creste treptat, din saptamâna a 10-a pâna în saptamâna a 32-a de gestatie * Valorile AFP pentru o anumita gravida sunt exprimate ca multiplu al medianei ("multiple of median - MoM") pentru sarcinile normale de aceeasi vârsta gestationala; mediana - este valoarea mijlocie a rezultatelor determinarilor AFP efectuate într-o anumita saptamâna de vârsta gestationala (într-o populatie definita de gravide), aranjate în ordine crescatoare281; un multiplu al medianei se obtine prin divizarea valorii observate la o gravida cu o anumita vârsta gestationala la valoarea mediana stabilita pentru VG respectiva De obicei se face o corectie a nivelului AFP în raport cu greutatea gravidei (nivelul AFP-SM scade o data cu cresterea greutatii materne, datorita dilutiei AFP în circulatia materna)282, etnia, prezenta diabetului, fumatul si alti factori * Orice defect fetal, care permite scurgerea serului fetal în lichidul amniotic (LA), va produce cresterea semnificativa a AFP în LA si apoi în serul matern283 Principala cauza a acestui fenomen este reprezentata de catre defectele deschise ale tubului neural284 (tesutul neural este expus direct la exterior sau acoperit de o membrana subtire si transparenta) * Curbele nivelului AFP-SM an sarcinile normale si anormale se suprapun partial (figura 18 1), de aceea în practica a fost introdus un nivel prag arbitrar - corespunzator percentilului 95 sau multiplului 2,5 al medianei - peste care se poate afirma existenta unui DTN Screeningul AFP-SM se practica de obicei la 16 saptamâni de vârsta gestationala (determinata ecografic prin DBP), desi performantele sunt mai mici decât la 17 saptamâni, pentru a permite eventuala întrerupere a sarcinii pâna la 20 saptamâni Circa 1-2% din femeile gravide vor prezenta valori crescute ale AFP-SM peste pragul AFP = 2,5 MoM si vor fi supuse testelor diagnostice: ecografie si amniocenteza, pentru a se determina nivelul AFP si acetilcolinesterazei în LA * Ecografia fetala da rezultate foarte bune daca este practicata de specialisti cu experienta; anencefalia este practic totdeauna observata; spina bifida se poate identifica combinând examinarea coloanei vertebrale cu semnele craniene: reducerea DBP, semnul "lamâiei" (regiunea frontala a craniului fetal este mai "ascutita" luând forma de lamâie în locul formei normale de ou") si semnul "bananei" (diametrul transvers al cerebelului este redus) În centrele unde ecografia se efectueaza de rutina examenul ultrasonografic ar putea înlocui dozarea AFP-SM pentru screeningul DTN dar screeningul AFP-SM este mai usor de aplicat la un numar mare de gravide, nu necesita operatori antrenati în ecografie si, în plus, da informatii si pentru screeningul sindromului Down (vezi mai jos) * Amniocenteza si dozarea AFP în LA contribuie la confirmarea diagnosticului la valori de 3,5 MoM, la 16 saptamâni VG; daca se gasesc valori = 2 MoM (5% dintre gravide) atunci se practica si dozarea acetilcolinesterazei în LA, detectându-se astfel 99% din toate DTN deschise cu o rata de 0,3% rezultate fals-pozitive (determinate în special de contaminarea cu sînge a LA) Numai 1 din 15 femei cu AFM-SM crescuta va avea AFM crescuta si în LA Deci valoarea predictiva a AFM-SM este scazuta - de circa 6% Totusi sensibilitatea AFM-SM285 este înalta, permitând identificarea a peste 90% din fetusii cu anencefalie si a peste 80% din cazurile de spina bifida deschisa Dozarea AFM-SM combinata cu ecografia identifica peste 95% din DTN Screeningul DTN prin determinarea AFP-SM nu are nici o specificitate de 100% deoarece exista si alte cauze ce produc cresterea AFP-SM: supraestimarea vârstei gestationale (!), sarcini multiple, fat mort, iminente de avort tratate, alte anomalii fetale: defecte ale peretelui abdominal (omfalocel, gastroschizis), atrezii esofagiene si intestinale, teratoame sacro-coccigiene, extrofie vezicala, sindrom nefrotic congenital, leziuni cutanate si sângerari fetale intrauterine Cea mai mare parte dintre aceste situatii pot fi însa diferentiate de DTN prin ecografie În ciuda acestor limite determinarea AFM-SM este larg utilizata si, împreuna cu suplimentarea periconceptionala cu acid folic (vezi capitolul 13 B 1) a dus la scaderea semnificativa a incidentei DTN în multe tari 2 2 SCREENINGUL PRENATAL AL SINDROMULUI DOWN Initial, screeningul prenatal al sindromului Down (SD) s-a bazat pe asocierea recunoscuta dintre vârsta materna avansata si boala (Penrose, 1933) si consta din analiza cromosomilor în celulele fetale (Valenti et al, 1968) la gravidele de peste 35 de ani Dar numai circa 5-7% dintre femeile gravide se încadreaza în aceasta categorie si numai 25-30% dintre toate cazurile de SD se nasc din mame de peste 35 de ani Ulterior s-a descoperit ca sarcinile cu fetusi care au SD se asociaza cu reducerea AFM-SM (Mercatz et al , 1984), cresterea concentratiei serice a gonadotropinei corionice umane (HCG) (Bogart et al, 1987) si scaderea estriolului neconjugat (uE3) în serul matern (Wald et al, 1988)286; acesti trei markeri serici au fost asociati în triplul test care, depistând circa 60-70% dintre sarcinile afectate, a fost introdus dupa 1990 în practica de rutina a îngrijirii prenatale în multe tari ale lumii a) Screeningul seric la 16 saptamâni de sarcina În mod normal, în trimestrul II de sarcina nivelul seric matern al AFP si uE3 creste o data cu vârsta gestationala iar cel al HCG total scade; în SD acesti markeri, exprimati ca multiplu al medianei (MoM) - vezi mai sus - se modifica semnificativ: AFM si uE3 scad cu aproximativ 25% iar valoarea HCG se dubleaza287 (figura 18 2) Nici unul dintre cei trei markeri serici nu da, evident, o discriminare absoluta dar luati împreuna, în triplul test, ei pot modifica riscul initial al unei sarcini cu SD dat de vârsta materna; când pragul de risc este = 1:270 testul screening este pozitiv (la circa 5% din toate gravidele) si se propune efectuarea amniocentezei de diagnostic: se identifica astfel circa 67% din cazurile de sindrom Down dar testul este fals pozitiv la 5% din gravide care vor avea un fat normal (figura 18 3) Valorile situate în limitele normale reduc probabilitatea ca fetusul sa fie trisomic, fara însa a o exclude Performantele triplului test în SD pot fi sporite pâna la 70%-80% daca se masoara si fosfataza alcalina rezistenta la uree a neutrofilelor (triplul test plus) sau subunitatile libere a si ß ale HCG Recent a fost identificat un al patrulea marker seric - inhibina A - care la 16 saptamâni de sarcina are un nivel de 1,8 MoM în sarcinile cu SD; astfel quadruplul test (AFP, uE3, HCG si inhibina A sau ßHCG) identifica la aceasta vârsta gestationala circa 79% din fetusii cu SD cu o rata de 5% rezultate fals-pozitive Triplul test - efectuat la 16 saptamâni de sarcina - furnizeaza informatii utile nu numai pentru evaluarea riscului nasterii unui copil trisomic, ci si pentru depistarea altor anomalii fetale (vezi tabelul 18 3) Tabelul 18 3 Variatiile markerilor serici materni în diferite afectiuni fetale Afectiunea fetala Nivelul markerilor serici materni AFP estriol neconjugat HCG moartea fetusului, spina bifida deschisa, defecte ale peretului abdominal crescut normal normal anencefalie crescut redus normal hiperplazie corticosuprarenaliana congenitala normal foarte redus normal sindromul Down, sindromul Turner cu higroma chistica redus redus crescut trisomia 18 redus redus redus monosomia X fara higroma normal redus redus Intervalul optim pentru efectuarea triplului test este cuprins între saptamânile 15 si 18 de sarcina, cel mai bine la 16 saptamâni Nivelurile serice ale markerilor utilizati în evaluarea riscului nasterii unui copil afectat sunt influentate de mai multi factori: * vârsta gestationala (care trebuie stabilita cu exactitate prin examen ecografic); * greutatea gravidei; * diabetul insulino-dependent matern; * sarcina multifetala; * istoricul familial de trisomii sau defecte de tub neural; * numarul de tigari fumate zilnic; * grupul etnic caruia îi apartine gravida Prelucrarea computerizata a valorilor biochimice raportate la factorii mentionati stabileste magnitudinea riscului În sindromul Down, de pilda, limita acceptata (cut off) este de 1/270 (corespunzatoare riscului de trisomie 21 al gravidelor de 35 de ani, dar inferioara riscului de avort consecutiv amniocentezei) Tinând cont de performantele si mai ales de limitele screeningului serului matern, parintilor trebuie sa li se explice foarte clar ca triplul test este numai un test de screening si nu unul de diagnostic Gravidele la care rezultatele triplului test sunt pozitive trebuie supuse unui examen ecografic efectuat cu aparatura de înalta rezolutie, de catre experti în medicina fetala Se impune a fi subliniat faptul ca rezultatele celor doua tipuri de investigatii - biochimice si ecografice - au doar o valoare orientativa Diagnosticul prenatal de certitudine se stabileste exclusiv prin examinarea citogenetica a celulelor fetale obtinute prin metode invazive b) Screeningul sindromului Down la 10 saptamâni de sarcina Testele de screening si diagnostic prenatal a SD efectuate în trimestrul al doilea de sarcina au dezavantajele traumei psihologice si ale dificultatilor obstetricale de întrerupere a cursului sarcinii Ambele inconveniente pot fi depasite prin introducerea unor teste de screening al SD în trimestrul I Rezultatele unor cercetari recente atesta ca examenele biochimice, în special cele care evidentiaza scaderea concentratiei proteinei plasmatice A asociata cu sarcina (PAPP-A) si cresterea nivelului seric al subunitatii beta libere a HGC288, sunt capabile sa detecteze, înca din saptamânile 8-9 de sarcina, circa 60% din sarcinile cu fetusi având trisomie 21 (la un nivel de risc de 1:300) Performantele screeningului la 10 saptamâni de sarcina sunt aproape similare cu cele obtinute cu triplul test la 16 saptamâni dar inferioare quadruplului test Rezultatele pot fi însa substantial ameliorate prin cercetarea unui marker ecografic: translucenta nucala = 3 mm Detectia precoce are însa si dezavantaje Acestea includ: * obligativitatea stabilirii ecografice a vârstei gestationale; * riscurile crescute ale biopsiei de vilozitati coriale efectuata în primul trimestru pentru confirmarea citogenetica a diagnosticului; * sensibilitatea mai redusa a testelor; * imposibilitatea obtinerii unor date suplimentare (de exemplu detectarea DTN) prin dozarea AFP, care nu are valori semnificativ modificate în trimestrul I de sarcina; * costurile mai ridicate în cazul în care rezultatele sunt incerte si investigatiile urmeaza a fi repetate în al doilea trimestru; * screeningul precoce se dovedeste a fi inutil în cel putin 20% din cazuri, aceasta cifra reprezentând proportia fetusilor afectati care sunt avortati spontan între saptamânile 10 si 16 de sarcina Cu toate acestea screeningul biochimic si ecografic al SD în primul trimestru de sarcina cunoaste o permanenta dezvoltare 3 SCREENINGUL NEONATAL Programele de screening ale nou-nascutilor reprezinta o oportunitate ideala pentru depistarea presimptomatica si prevenirea unor boli genetice Prima afectiune supusa screeningului neonatal a fost fenilcetonuria, o boala relativ frecventa care evolueaza natural spre un retard mental profund; aceasta evolutie poate fi evitata daca boala este depistata - prin evaluarea fenilaninei în sânge (mai exact, o picatura de sânge colectata de la sugar pe o hârtie de filtru si apoi uscata) cu ajutorul testului de inhibitie bacteriana descris de Guthrie - si tratata imediat dupa nastere, când sugarul este înca asimptomatic, printr-o dieta saraca în fenilalanina Demonstrarea succesului testului si a eficientei tratamentului au dus la introducerea, în multe tari ale lumii, a screeningului neonatal pentru unele boli genetice ca o modalitate utila de optimizare a sanatatii publice Asa cum am precizat, screeningul neonatal se adreseaza unor boli monogenice relativ frecvente în anumite populatii sau grupuri etnice, care nu pot fi diagnosticate clinic la nastere, au consecinte severe si sunt costisitor de tratat, daca se intervine tardiv, dupa aparitia manifestarilor clinice Ele trebuie sa beneficieze de un tratament care sa reduca atât severitatea bolii (daca este început într-un stadiu presimptomatic) cât si costurile îngrijirii pacientului (comparativ cu tratamentul început postsimptomatic) Aceste conditii sunt îndeplinite integral de fenilcetonurie si de hipotiroidia congenitala si partial de galactozemie si hiperplazia suprarenaliana congenitala sau de unele aminoacidemii În prezent, în unele regiuni (centre) sau tari s-a introdus în programele de screening neonatal si depistarea unor afectiuni genetice frecvente - cum ar fi fibroza chistica, hemoglobinopatiile, distrofia musculara Duchenne (la baieti), deficienta în a-1-antitripsina - pentru care nu exista înca un tratament eficace dar care diagnosticate precoce pot fi ameliorate prin tratamente paliative sau permit un sfat genetic corect, un planing familial si un diagnostic prenatal la sarcinile urmatoare289 În ultimii ani s-au înregistrat progrese importante în screeningul neonatal prin standardizarea procedurilor de colectare si procesare a picaturilor de sânge, introducerea unor noi tipuri de teste si aparate, de obicei automatizate, ce îmbunatatesc sensibilitatea si specificitatea Pentru a reduce numarul rezultatelor fals pozitive se foloseste deja testarea în doua etape: în prima etapa se utilizeaza teste cu sensibilitate si precizie mai mica iar în a doua etapa, folosind proba initiala, teste de mare precizie; de exemplu în screeningul fenilcetonuriei testul Guthrie urmat de determinarea tirozinemiei 3 1 SCREENINGUL NEONATAL PENTRU FENILCETONURIE Screeningul nou-nascutilor pentru fenilcetonurie (PKU) reprezinta primul si cel mai bun exemplu pentru a demonstra eficienta screeningului neonatal în bolile genetice PKU este o boala autosomal recesiva, relativ frecventa (1:13 000 nasteri), produsa de o deficienta a fenilalanin hidroxilazei, prima enzima ce intervine în calea metabolica principala a fenilalaninei; aceasta duce la cresterea concentratiei plasmatice a fenilalaninei si metabolitilor sai, cum ar fi fenilpiruvatul ("fenilcetona") si la scaderea tirozinei Boala nu poate fi identificata clinic în primul an de viata si netratata evolueaza în peste 95% din cazuri spre un retard mental profund care poate fi prevenit prin mentinerea fenilalaninei plasmatice la un nivel aproape normal cu o dieta saraca în fenilalanina, începuta în primele saptamâni de viata290 Exista controverse asupra duratei de mentinere a dietei dar este cert faptul ca gravidele cu PKU trebuie sa fie supuse unui control strict pentru a fi evitate efectele negative ale hiperfenilalaninemiei asupra fetusului PKU este detectata la nou-nascuti prin masurarea fenilalaninei în sânge folosind testul Guthrie de inhibitie bacteriana Cîteva picaturi de sânge, recoltate de regula din calcâi la 2-3 zile dupa nastere, sunt plasate pe o hârtie de filtru speciala; un esantion din picatura de sânge uscat este plasat pe o placa cu agar si incubat cu o linie de Bacillus subtillis care necesita fenilalanina pentru crestere Masurarea cresterii bacteriene permite determinarea cantitatii de fenilalanina în proba de sânge; testele pozitive sunt de obicei repetate si urmate de dozarea cantitativa a fenilalaninei (>20 mg/dl în PKU clasica) si tirozinei în plasma Sensibilitatea testului291 este de circa 95% si specificitatea aproape de 100% Analizele cost-beneficiu în screeningul PKU sunt foarte favorabile justificând (singur) cheltuielile pentru infrastructura necesara colectarii si testarii neonatale (în Marea Britanie beneficiul net pentru fiecare pacient identificat si tratat a fost de 143 000 £) 3 2 SCREENINGUL NEONATAL PENTRU HIPOTIROIDISMUL CONGENITAL Hipotiroidismul congenital (CH) este o boala frecventa (circa 1:4000 de nasteri) - produsa de obicei de agenezia tiroidiana non-genetica (aport insuficient de iod) si, mai rar, de hipopituitarism sau de defecte genetice în sinteza tiroxinei, si care, netratata la timp, evolueaza spre retard mental, hipostatura si facies grosier Screeningul neonatal al CH se realizeaza, în prezent, prin masurarea TSH în probe de sânge recoltate a treia zi de viata Tratamentul cu tiroxina (în doza suficienta pentru a mentine TSH plasmatic la valori normale) previne dezvoltarea simptomelor severe dar nu exclude total unele deficite neurologice ce pot aparea mai târziu în viata Eficienta screeningului neonatal este influentata de CH tranzitoriu la un sugar ce va deveni eutiroidian în câteva luni si mai ales de cazurile în care boala se dezvolta mai târziu la nou-nascuti cu rezultate normale la screening Totusi, analizele cost-beneficiu ale screeningului neonatal al CH sunt foarte favorabile determinând introducerea sa în toate programele de screening neonatal 4 SCREENINGUL POPULATIONAL AL HETEROZIGOTILOR Screeningul heterozigotilor (Na) consta în testarea unei populatii tinta pentru identificarea purtatorilor sanatosi a unei gene-boala, cu risc crescut de a avea copii afectati de o boala recesiva grava; purtatorii depistati vor primi apoi informatii adecvate si complete despre riscurile si optiunile reproductive posibile (inclusiv diagnosticul prenatal) Criteriile tehnice si etice pe care trebuie sa le îndeplineasca programele de screening a purtatorilor sunt urmatoarele: * frecventa mare a heterozigotilor în populatia-tinta - de obicei grupuri etnice specifice - (tabelul 18 4) pentru a justifica screeningul; * existenta unui test ieftin si precis, cu foarte putine rezultate fals-negative si fals-pozitive; * cuplurile de heterozigoti identificate trebuie sa aibe acces la sfat genetic si diagnostic prenatal; * participarea la screening trebuie sa fie voluntara, bazata pe un consimtamânt informat si accesibila tuturor membrilor comunitatii, iar rezultatele strict confidentiale Tabelul 18 4 Exemple de programe de screening ale heterozigotilor (modificat dupa Jorde et al, 1999) Boala Grup etnic Frecventa heterozigotilor Frecventa cuplurilor cu risc Boala Tay-Sachs ß-Talasemia a-Talasemia Sicklemia Fibroza chistica Evrei Ashkenazi Ciprioti, greci, italieni Asiatici (sud-est), chinezi Afro-americani Europeni (nord-vest) 1/30 1/30 1/25 1/12 1/25 1/900 1/900 1/625 1/150 1/625 Screeningul purtatorilor a fost aplicat cu succes pentru boala Tay-Sachs (boala lizozomala letala) la populatiile de evrei Ashkenazi din America de Nord si pentru ß-talasemie în Cipru ducând, în doua decenii, la o reducere de peste 90% a numarului de nou-nascuti cu aceste boli În contrast, tentativele de screening a sicklemiei în comunitatile de afro-americani din SUA au fost mai putin eficiente subliniind importanta consultarii, cooperarii si educarii populatiei tinta Fibroza chistica este o alta afectiune autosomal recesiva pentru care screeningul purtatorilor este posibil (cu ajutorul PCR se pot identifica 12 dintre cele mai frecvente mutatii, prezente la circa 90% dintre heterozigoti) dar relatia cost-beneficiu nu este, pentru moment, favorabila În aceste conditii screeningul este limitat numai la indivizii cu istoric familial pozitiv si se practica mai ales la femeile gravide sau la cele ce îsi planifica o sarcina (în cazul unui test pozitiv se evalueaza si partenerul de viata iar daca ambii sunt heterozigoti se recurge la diagnosticul prenatal al fetusului) Screeningul purtatorilor are mai putine beneficii pentru indivizii cu teste pozitive, iar daca actiunile educationale nu sunt suficient de ample si eficiente, poate duce la stigmatizarea lor printr-o imagine negativa despre ei însisi si familia lor sau grupul etnic specific caruia îi apartin In plus, nerespectarea confidentialitatii poate duce la probleme de integrare socio-profesionala sau de asigurare medicala 5 SCREENINGUL FAMILIAL Screeningul genetic poate fi aplicat la membrii unei familii în care exista o boala genetica sau o predispozitie genetica (tabelul 18 1) datorita careia unii indivizi sanatosi, în special rudele de gradul I, au un risc crescut de a mosteni si transmite anomalia genetica Depistarea precoce a acestei anomalii la persoanele cu risc crescut poate contribui la prevenirea bolii sau a complicatiilor ei, precum si la luarea unei decizii reproductive informate Practic, screeningul familial se aplica în urmatoarele situatii: * unele boli autosomal dominante pleiotrope, cu expresivitate variabila sau penetranta redusa, care se manifesta clinic în a treia sau a patra decada de viata (boala polichistica renala AD, hipercolesterolemia familiala, polipoza adenomatoasa familiala, boala Huntington s a) sau mai precoce dar oligosimptomatic (neurofibromatoza, scleroza tuberoasa, sindromul Marfan s a); în multe din aceste cazuri este posibil un diagnostic presimptomatic; * rudele sanatoase ale bolnavilor cu unele afectiuni recesive autosomale (de exemplu, fibroza chistica) sau legate de X (de exemplu, distrofia musculara Duchenne) care au un risc crescut de a fi purtatoare ale genei mutante si de a avea un descendent afectat daca si partenerul de cuplu se dovedeste a fi heterozigot (situatie frecventa în anumite populatii si pentru anumite boli); în aceste cazuri testarea genetica a partenerului de cuplu si/sau a produsului de conceptie (diagnostic prenatal) permite alegerea celor mai bune optiuni pentru familie; * în unele boli provocate de expansiunea repetitiilor trinucelotidice (vezi capitolulele 6 B 1 4 si 11 D), în special sindromul X fragil, se pot identifica printre rudele sanatoase ale bolnavilor persoanele cu premutatie, carora li se poate acorda un sfat genetic corect; * în multe dintre bolile comune ale adultului, inclusiv diferite forme de cancer, se pot determina persoanele sanatoase cu predispozitie genetica la boala; în epoca medicinii genomice, se prefigureaza dezvoltarea screeningului populational pe directia medicinii predictive si identificarii indivizilor susceptibili, vulnerabili, la anumite boli comune; * rudele apropiate ale purtatorilor sanatosi de anomalii cromosomice echilibrate pot mosteni anomalia si pot avea descendenti anormali, cu monosomii sau trisomii partiale (vezi capitolulul 10) Aceste situatii variate pot fi abordate în Centrele de Genetica Medicala pe baza unui registru genetic al indivizilor si familiilor afectate 5 1 DIAGNOSTICUL PRESIMPTOMATIC În unele boli monogenice cu debut clinic tardiv sau cu penetranta redusa se poate stabili daca o persoana sanatoasa dar cu risc (de exemplu, o ruda de gradul I a unui bolnav cu o afectiune autosomal dominanta) a mostenit sau nu gena mutanta, înainte ca semnele sau simptomele bolii sa devine manifeste Diagnosticul presimptomatic se poate face în unele boli prin evaluare imagistica - RMN, CT, ecografie - (de exemplu, ADPKD, scleroza tuberoasa s a) sau prin alte investigatii speciale (EMG, examene oftalmologice, s a), alteori prin studii biochimice (de exemplu, hipercolesterolemia familiala, hemocromatoza) si, cel mai frecvent si mai sigur, prin analiza ADN (de exemplu, boala Huntington, distrofia miotonica, neurofibromatoza etc) De subliniat ca rezultatele normale la explorarile paraclinice si biochimice nu exclud diagnosticul bolii dar reduc considerabil probabilitatea ca persoanele respective sa fi mostenit gena mutanta Numai analiza ADN permite de cele mai multe ori un diagnostic de certitudine Decizia testarii genetice a persoanelor cu risc crescut va apartine numai celor direct implicati; în cazul copiilor este preferabila amânarea investigatiilor pâna dupa 18 ani daca stabilirea unui diagnostic precoce nu ofera beneficii medicale Oricum, decizia nu este simpla deoarece un diagnostic pozitiv schimba radical viata pacientului Din pacate, în unele afectiuni nu exista un tratament eficace si acest lucru influenteaza decisiv luarea deciziei Astfel, în boala Huntington - dupa ce testarea genetica a devenit disponibila - numai 20-25% din persoanele cu risc au optat pentru testare O situatie asemanatoare se întâlneste în cancerele de sân sau de colon ereditare în care, la persoanele cu teste pozitive, evaluarile periodice (mamografie sau colonoscopie) pot detecta precoce o tumora, cu sanse mari de a beneficia de o terapie adecvata, dar nu o pot preveni; nici eventuala îndepartare chirurgicala a organului (de exemplu, mastectomie) nu elimina complet riscul de cancer În alte afectiuni (de exemplu, ADPKD sau hemocromatoza) diagnosticul precoce poate îmbunatati managementul pacientului, starea lui de sanatate si poate, de asemenea, preveni eventualele complicatii Exista însa doua beneficii indiscutabile: * o persoana cu risc la care testele genetice se dovedesc negative are sansa evitarii traumelor psihice determinate de incertitudinea privind aparitia bolii, precum si a altor proceduri de diagnostic, de cele mai multe ori dificile si/sau scumpe; * o persoana la care diagnosticul genetic confirma prezenta mutatiei poate lua o decizie reproductiva informata, evitând transmiterea mutatiei la copiii sai Cert este ca oricarei persoane cu risc crescut careia i se ofera alternativa diagnosticului presimptomatic trebuie sa i se asigure atât informatii detaliate si clare, cât si o sustinere psihologica importanta La acestea se adauga confidentialitatea deciziei si rezultatelor 5 2 REGISTRELE GENETICE Cele mai multe servicii de genetica medicala înregistreaza persoanele cu anumite afectiuni si datele lor familiale, deci si rudele sanatoase cu risc genetic, într-o baza de date denumita registru genetic Bolile ce vor fi incluse în registrele genetice trebuie sa fie frecvente, cu consecinte potentiele severe, dar care sa poata fi prevenite sau tratat, si care sa gemereze riscuri de recurenta importante la alti membri ai familiei (tabelul 18 5) Includerea unor persoane si familii în registre trebuie sa fie voluntara si sa asigure confidentialitatea datelor, care nu pot fi folosite fara consimtamântul participantilor Tabelul 18 5 Boli ce pot fi incluse în registrele genetice Boala genetica Localizarea cromozomica Boli autosomal dominate Boala polichistica renala AD Boala Huntington Cancerul colorectal nonpolipozic ereditar Cancerul de sân ereditar Distrofia miotonica Hipercolesterolemia familiala Neoplazia endocrina multipla Neuropatia senzoriala si motorie ereditara de tip I Neurofibromatoza I si II Polipoza de colon Retinoblastomul Sindromul Marfan Scleroza tuberoasa Sindromul Von Hippel-Lindau 16,4 4 2,3 13,17 19 19 10,11 1,5,8 17,22 5 13 15 9,16 Boli autosomal recesive Hemocromatoza ereditara Fibroza chistica Talassemia Sicklemia 6 7 11,16 11 Boli legate de X Distrofia musculara Duchenne/ Becker Sindromul X fragil Hemofilia Retinita pigmentara Anomalii cromosomice echilibrate Translocatii si inversii Functiile profilactice ale unui registru genetic sunt: * asigurarea unei legaturi permanente, bilaterale si de durata între unitatea de genetica medicala si familie, pentru a permite nu numai coordonarea unui management corect si performant al bolnavilor si rudelor cu risc, ci si asigurarea unui suport psihologic adecvat; * determinarea starii de purtator (în bolile recesive) sau realizarea unui diagnostic presimptomatic (în bolile dominante cu debut tardiv) si prenatal atunci când acestea sunt solicitate; * asigurarea implementarii unor noi tehnologii si tratamente odata ce acestea devin disponibile Practic, un registru genetic functional poate contribui decisiv la ameliorarea calitatii vietii indivizilor si familiilor cu risc de boli genetice severe precum si la prevenirea lor C DIAGNOSTICUL PRENATAL În anul 1966, Steele si Berg au aratat ca se poate determina constitutia cromosomica a fatului prin cultura si analiza celulelor obtinute din lichidul amniotic Aceasta metoda a deschis calea diagnosticului prenatal (DPN) la gravidele care, datorita vârstei reproductive avansate, aveau un risc crescut de a naste un copil cu sindrom Down Ulterior, o data cu perfectionarea ecografiei si a testelor genetice, indicatiile DPN s-au diversificat iar cuplurile cu risc genetic sau malformativ crescut au dobândit o valoroasa optiune reproductiva292 Ele vor putea concepe o sarcina stiind ca prezenta sau absenta bolii la fetus poate fi confirmata prin testare În peste 95% din cazuri DPN este normal si, ca urmare, marea majoritate a cuplurilor /gravidelor cu risc vor primi un sprijin psihologic decisiv În prezenta unei anomalii fetale cuplul parental va decide evolutia ulterioara a sarcinii, în functie de tipul si gravitatea defectului, precum si a posibilitatilor reale de corectie prenatala sau neonatala Diagnosticul prenatal este un act medical complex, înalt informativ, care permite depistarea a numeroase anomalii congenitale si boli genetice în cursul vietii fetale Acest serviciu este realizat corect numai printr-o strânsa colaborare multidisciplinara, în care medicul genetician are un rol esential în evaluare, diagnostic si sfat genetic Pentru a evidentia pozitia "cheie" a medicului genetician în cadrul echipei de DPN (alcatuita din obstetricieni, ultrasonografisti, biochimisti, citogeneticieni s a) vom remarca faptul ca DPN începe si, în cazul unui fat anormal, se sfârseste cu sfatul genetic * Problema esentiala este identificarea precoce a cuplurilor cu risc genetic sau malformativ Aceasta actiune ar trebui realizata preconceptional deoarece ar permite un sfat genetic corect si ar creste optiunile cuplului; în plus ar permite aplicarea biopsiei de vilozitati coriale si rezolvarea dilemei unui fetus normal sau anormal în primul trimestru de sarcina Daca solutia optima a unui sfat genetic preconcetional nu se poate realiz, atunci ar fi bine ca identificarea sarcinilor cu risc sa se faca precoce în cursul graviditatii, prin screening ultrasonografic ("semne de alarma") sau seric matern (triplu test pozitiv) Din pacate multe gravide cu risc nu sunt identificate sau nu sunt trimise pentru DPN pâna la mijlocul trimestrului II, când aceasta actiune poate fi prea tardiva sau imposibila * Cuplurile/gravidele propuse pentru DPN au nevoie de informatii care sa le permita sa înteleaga corect riscul lor genetic si sa accepte sau nu procedura Sfatul genetic al candidatelor pentru DPN trebuie sa precizeze: - riscul ca fatul sa fie afectat; - natura si consecintele probabile ale afectiunii; - procedurile posibile pentru DPN, cu riscurile si limitelele lor; - intervalul de timp necesar pentru a obtine un rezultat; - posibilitatea unui rezultat dificil de interpretat; - necesitatea repetarii procedurii în cazul unui esec si/sau efectuarii de noi teste * Medicul genetician este cel mai abilitat sa interpreteze rezultatele testelor citogenetice si moleculare efectuate pe celulele fetale sau testele biochimice realizate în lichidul amniotic * Identificarea unui fat anormal implica "continuarea" actiunii de sfat genetic pentru a defini mai precis natura bolii, riscul de recurenta si optiunile viitoare posibile Vom mai preciza ca numeroase boli genetice nu pot fi înca diagnosticate prenatal (dar în fiecare an noi afectiuni se adauga pe lista celor la care DPN este posibil) precum si faptul ca DPN ridica probleme etice, uneori complexe si emotionale293 (vezi capitolul 20) 1 INDICATIILE DIAGNOSTICULUI PRENATAL Selectia femeilor gravide pentru efectuarea DPN se bazeaza pe principiul ca riscul unei anomalii fetale trebuie sa fie cel putin egal cu riscul de inducere a avortului prin utilizarea procedurii de DPN În prezent, peste 200 de afectiuni genetice pot fi diagnosticate prin DPN (vezi web site-ul Genetest) dar indicatiile majore sunt urmatoarele: (1) Vârsta reproductiva avansata a parintilor * Femeile de peste 35 de ani reprezinta indicatia majora de DPN deoarece acestea au riscul nasterii unor copii cu aneuploidii (în special trisomie 21; vezi tabelul 18 1) egal sau mai mare decât riscul de avort dupa amniocenteza * Barbatii de peste 55 de ani (dupa 50 de ani în celulele stem seminale se acumuleaza un numar mare de mutatii dominante) Tabelul 18 1 Incidenta sindromului Down la nou-nascuti vii si fetusi în functie de vârsta materna Incidenta Vârsta materna (ani) La nastere La amnio-centeza La BVC 15-19 20-24 25-29 30-34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 =45 1/1250 1/1400 1/1100 1/900-1/500 1/385 1/300 1/225 1/175 1/140 1/100 1/80 1/65 1/50 1/40 1/25 - - - - 1/250 1/200 1/150 1/115 1/90 1/70 1/50 1/40 1/30 1/25 1/20 - - - - 1/250 1/175 1/175 1/115 1/90 1/70 1/50 1/30 1/25 1/25 1/15 Surse: Gardner si Southerland (1996); Hsu (1998); Nussbaum et al (2001) (2) Screeningul serului matern pozitiv si/sau semne ecografice "de alarma" (3) Prezenta unei anomalii cromosomice structurale la unul dintre parinti Riscul unei anomalii cromosomice la copil depinde de tipul anomaliei parentale si sexul parintelui purtator (vezi capitolul 9 C 3 2) (4) Existenta unui copil cu o anomalie cromosomica de novo Studii recente au semnalat faptul ca dupa nasterea unui copil cu sindrom Down, printr-un mecanism necunoscut (posibil un mozaicism parental), riscul nasterii unui alt copil cu o anomalie cromosomica este mai mare decât cel corespunzator vârstei materne (de exemplu, pentru o femeie de 30 de ani riscul unei anomalii cromosomice la fat este de 1/100, în comparatie cu 1/390 riscul corespunzator vârstei) (5) Istoric familial de boala monogenica (AR, AD sau LX) care poate fi diagnosticata la fetus prin analize biochimice sau ADN (tabelul 18 2 ) În aceasta categorie sunt inclusi si parintii depistati ca fiind purtatori sanatosi prin programe speciale de screening efectuate în anumite grupuri de populatie în care exista o frecventa înalta a unor mutatii recesive Pentru bolile recesive legate de X se va stabili mai întâi daca fetusul este de sex masculin si apoi se va recurge la DPN sau la diagnostic preimplantatoriu Tabelul 18 2 Boli monogenice mai frecvente la care este posibil un DPN prin analiza ADN Boli monogenice Nr OMIM Autozomal dominante Acondroplazia ADPKD Sindromul Marfan Neurofibromatoza tip 1 Distrofie miotonica Boala Huntington Autozomal recesive Anemia falciforma Fenilcetonuria Boala Gaucher (I, II, III) Fibroza chistica Hiperplazia congenitala de suprarenala Ataxia Friedreich Atrofia musculara spinala Talasemiile a si ß Boala Tay-Sachs Legate de cromozomul X Hemofilia A Sindrom X fragil Distrofia musculara Duchenne Deficienta de ornitin transcarbamilaza Adrenoleucodistrofia 100800 173900 154700 162200 160900 143100 141900 261600 230800 219700 201910 229300 253300 141800, 141900 272800 306700 309550 310200 311250 300100 (6) Istoric familial sugestiv pentru o boala legata de X pentru care nu exista un test specific de DPN În acest caz determinarea sexului fetal poate fi utila pentru a ajuta parintii cu risc sa decida continuarea sau terminarea sarcinii (7) Riscul unui defect de tub neural Rudele de gradul I ale pacientilor cu DTN vor fi supuse DPN deoarece au un risc crescut de a avea un copil cu DTN (8) Rude de gradul I cu o malformatie unica (în special malformatie de cord) sau un sindrom plurimalformativ (posibil mendelian) (9) Agresiuni teratogene în cursul sarcinii Expunerea gravidelor la teratogeni cunoscuti (vezi capitolul 14 B 2 1); afectiuni materne (diabet zaharat, epilepsie tratata cu anticonvulsivante, fenilcetonurie) (10) Istoricul obstetrical pozitiv În cazul unor avorturi spontane recurente si/sau nou-nascuti morti, desi exista deseori un risc mic de recurenta, se poate recurge la DPN pentru a evita o noua sarcina anormala 2 TEHNICILE DE DIAGNOSTIC PRENATAL Spre deosebire de metode de screning prenatal, neinvazive si fara risc fetal, aplicate la un numar mare de gravide, pentru a identifica sarcinile cu risc crescut de a fi anormale, tehnicile de diagnostic prenatal sunt de regula invazive (biopsia vilozitatilor coriale - BVC - , amniocenteza, cordocenteza); ele presupun prelevarea si analiza celulelor fetale pentru a stabili - la gravidele selectionate pe baza riscului genetic si/sau malformativ crescut - daca fatul este sau nu normal La aceste metode, folosite curent în Centrele de DPN, se adauga o serie de tehnici speciale (de exemplu, diagnosticul preimplantatoriu) sau, înca, experimentale (de exemplu, selectia si analiza celulelor fetale din circulatia materna) - folosite în putine Centre profilate Indiferent de procedura, tehnicile de DPN trebuie sa îndeplineasca urmatoarele conditii de aplicabilitate: * securitatea, care depinde de experienta celui ce aplica procedura; securitatea este exprimata prin rata avorturilor imediate sau tardive, consecutive aplicarii procedurii; * acuratetea, exprimata prin calitatea rezultatelor * controlul de calitate ce se realizeaza prin utilizarea de proceduri standardizate, care vizeaza calificarea personalului, functionarea echipamentelor si mai ales respectarea tehnologiilor si acuratetea rezultatelor Testele trebuie efectuate cât mai precoce, iar rezultatele se impun a fi obtinute rapid pentru ca, în cazul în care gravida este purtatoarea unui fetus anormal, aceasta sa poata beneficia de avortul selectiv, pe cât posibil în termenul stabilit prin lege Desigur, tehnicile de DPN sunt relativ scumpe dar beneficiile pentru reproducerea si sanatatea familiilor sunt mari Tabelul 18 3 Tehnici de diagnostic prenatal Tehnici de DPN Timpul optim (în saptamâni) Afectiuni diagnosticate Tehnici standard a) Ecografia fetala b) Tehnici de diagnostic (invazive) * BVC * Amniocenteza - lichid - celule * Cordocenteza 10-18 10-12 15-18 20-40 - Anomalii congenitale Displazii scheletice - Anomalii cromosomice - DTN (determinarea AFP) - Anomalii cromosomice; unele boli metabolice (prin analize enzimatice); unele boli moleculare (prin analiza ADN) - Anomalii cromosomice, boli hematologice sau imunologice, boli moleculare Tehnici speciale: * Amniocenteza precoce * Analiza celulelor fetale din sângele matern * Diagnosticul genetic preimplantatoriu * Fetoscopia 12-14 >20 2 17-20 - Defecte de tub neural Anomalii cromosomice - Anomalii cromosomice; unele boli moleculare (prin analiza ADN) - Trisomiile frecvente; unele boli moleculare diagnosticate prin analiza ADN (PCR) - Genodermatoze 2 1 ECOGRAFIA FETALA Ecografia este cea mai folosita metoda de vizualizare a fatului (depasind net rediografia sau RMN) deoarece este fara riscuri pentru mama si fat A fost utilizata ca metoda de diagnostic prenatal înca din 1972, scopul initial fiind cel al detectarii anencefaliei Capacitatea informativa a investigatiilor ecografice a crescut spectaculos în ultimii ani, o data cu sporirea performantelor aparaturii si cu formarea expertilor în medicina fetala Informatiile obstetricale oferite de ecografie depind de trimestrul în care este efectuata examinarea * În trimestrul I (de obicei la 10±2 saptamâni de amenoree), examenul ecografic stabileste: vârsta sarcinii si determina viabilitatea * În trimestrul II (de obicei la 18±2 saptamâni), ecografia permite diagnosticul gemelaritatii, determinarea pozitiei placentei, vârsta gestationala - prin masurarea diametrului biparietal si lungimea femurului, screeningul anomaliilor structurale fetale * În trimestrul III (de obicei la 32-34 saptamâni), investigatiile ecografice permit, determinarea dimensiunilor si pozitionarii fetusului, aprecierea ratei cresterii, intensitatea miscarilor fetale, sexul, anomaliile lichidului amniotic, screeningul anomaliilor În prezent, în numeroase tari, ecografia se efectueaza de rutina la toate femeile gravide pentru evaluarea morfologiei si cresterii fatului Metodei ecografice i se descriu doua niveluri Primul nivel serveste ca procedura de rutina pentru stabilirea viabilitatii si crsterii fetale, precum si pentru screeningul anomaliilor fetale (sunt vizualizate doar anomaliile grosiere si se pot evidentia doar anumite "semne ecografice de alarma"); cuplurile (si unii medici) trebuie sa înteleaga limitele acestui nivel de evaluare, determinate de rezolutia si focusarea limitata a aparaturii, la care se adauga timpul redus de investigatie (si uneori lipsa de experienta a examinatorului în medicina fetala !); sunt posibile rezultate fals pozitive (de exemplu, chistii intracranieni) sau fals negative (nevizualizarea multor anomalii congenitale) În scopul evitarii erorilor de interpretare, suspiciunea existentei unei anomalii fetale trebuie confirmata de un ecografist expert Ecografia fetala detaliata (nivelul II) este o expertiza de finete efectuata de specialisti în medicina fetala si practicata cu aparatura performanta (cu focusare pe un anumit organ294, ecocardiografie cu Doppler295, imagini tridimensionale) atunci când exista riscul aparitiei unor anomalii specifice Perioada optima pentru efectuarea examenului ecografic este situata între 16-18 saptamâni de sarcina Sensibilitatea metodei pentru determinarea malformatiilor congenitale majore este de 40-60% dar pentru anumite tipuri de anomalii este mult mai mare (aproape 100% pentru anencefalie; 85-90% pentru spina bifida); specificitatea metodei este de aproape 99% Defectele fetale ce pot fi detectate în al doilea trimestru al sarcinii sunt: * anomalii ale sistemului nervos: anencefalie, chist al fosei posterioare, encefalocel, displazia faciala, holoprozencefalia (anomalii ale ventriculilor cerebrali si ale fetii), hidrocefalia, microcefalia, mielomeningocel, porencefalia (leziuni chistice ale creierului), rachischisis, spina bifida; * defecte cardiovasculare: aritmii, colectii lichidiene pericardice, defecte septale, situs inversus, defecte valvulare, anomalii vasculare, hiperplazie sau hipoplazie ventriculara; * anomalii toracice: atrezia esofagiana, hernia diafragmatica, efuziuni pleurale, chisturi intratoracice; * malformatii gastrointestinale: absenta muschilor abdominali, ascita, limfangiom chistic, atrezie intestinala, laparoschisis (extruzia para-ombilicala a viscerelor abdominale), chisturi mezenterice, omfalocel (herniere ombilicala a viscerelor abdominale); * malformatii urogenitale: hidronefroza, hidroureter, rinichi polichistici, atrezie renala, teratoame, valva uretrala; * malformatii musculo-scheletale: artrogripoza, displazie osoasa, picior strâmb, fracturi, paralizia membrelor, reductia membrelor, defecte ale mineralizarii; * alte anomalii: bride amniotice, gemeni siamezi, teratoame, tumori Vizualizarea unor anomalii fetale multiple se impune a fi urmata de amniocenteza si de analiza citogenetica Între 15% si 30% dintre fetusii la care se deceleaza ecografic anomalii morfologice prezinta aberatii cromozomice O serie de semne ecografice de alarma se asociaza cu un risc crescut de anomalii cromosomice Astfel: * îngrosarea pliului nucal identificata în trimestrul I de sarcina este sugestiva pentru sindromul Down; * excesul de piele pe ceafa este sugestiv pentru sindromul Turner sau pentru sindromul Down; * placenta mare sugereaza prezenta triploidiilor, a hidropsului fetal sau a talasemiei; * întârzierea precoce a cresterii se produce în cazul trisomiilor si a triploidiilor; * despicaturile labio-palatine sunt observate frecvent la fetusii cu trisomii sau triploidie; Markeri ecografici sugestivi pentru prezenta unei anomalii fetale: - Calcificari abdominale (peritonita meconiala); - Degete permanent flexate (trisomia 18, artrogripoza); - Defect conotrucal sau defect al trunchiului comun, manifestat ca tetralogie Fallot sau ca defect vascular (sindroamele DiGeorge si velo-cardio-facial secundare unei deletii - del22q11); - Defecte ale osificarii boltei craniene (anencefalie); - Deformari toracice (displazie scheletica) - Hipertrofia vezicii urinare (valva uretrala); - Hipodensitate osoasa (hipofosfatazie); - Higroma chistica (sindrom Turner); - Hipoplazia faciala si despicatura palatina (trisomia 13 - holoprozencefalie); - Fracturi (osteogenesis imperfecta); - Numar crescut de chisturi coroidale (trisomii); - Polidactilie (trisomie 13, sindrom Ellis Van-Creveld); - Pterygium colli (sindrom Turner); - Semnul lamâii - craniu în forma de lamâie (spina bifida); - Scurtarea oaselor lungi (displazie osoasa); - Translucenta nucala (trisomia 21); - Volum crescut al ventriculilor cerebrali (hidrocefalie); Vom încheia prezentarea ecografiei subliniind din nou necesitatea diferentierii obiectivelor celor doua niveluri de analiza, între care exista o mare diferenta, necesitatea utilizarii unor protocoale standardizate, precum si faptul ca ecografia se constituie într-un auxiliar necesar al procedurilor invazive de recoltare a celulelor fetale (spre exemplu, în amniocenteza - pozitia fatului si placentei va determina pozitia optima de insertie a acului seringii de prelevare a lichidului amniotic) 2 2 AMNIOCENTEZA Amniocenteza este procedura de a obtine o proba de lichid amniotic (LA) prin punctie transbdominala, ghidata ecografic (figura 18 4) LA contine celule de origine fetala296 care pot fi supuse testelor ADN pentru detectarea mutatiilor sau cultivate297 pentru a efectua analiza cromosomilor (rezultatele se obtin, însa, dupa 2-4 saptamâni, ceea ce constituie un dezavantaj semnificativ); în LA pot fi realizate dozari biochimice, în special AFP si acetilcolinesteraza care (împreuna cu ecografia fetala) pot diagnostica 99% din cazurile de DTN deschise Amniocenteza "clasica" se practica (de bicei în ambulatoriu) la 15-17 saptamâni de gestatie (dupa prima zi a UM); în unele centre se foloseste si amniocenteza "precoce", la 12-14 saptamâni de sarcina În ambele cazuri, amniocenteza este precedata de o examinare ecografica atenta pentru a stabili: numarul de fetusi, conformatia si viabilitatea fetala, vârsta gestationala, pozitia placentei, volumul aproximativ al LA si locul punctiei (în functie de placenta si fat) Apoi sub ghidaj ecografic se introduce transabdominal (cu o miscare lenta dar continua) un ac de punctie rahidiana pâna în cavitatea amniotica Primii ml de LA (contaminati cu celule materne) se lasa sa se scurga si apoi cu o alta seringa se aspira circa 20 ml LA (câtiva ml în cazul amniocentezei precoce298) Proportia reusitelor este de peste 99% În 1-2% de cazuri se poate produce o usoara contaminare cu sânge matern Dupa amniocenteza se observa ecografic bataile cordului fetal si se urmareste starea gravidei (scurgeri vaginale de LA sau sânge, contractii, febra) Complicatia majora a amniocentezei este riscul de 0,5-1% de inducere a avortului, peste riscul bazal de 2-3% pentru orice sarcina în trimestrul II Alte complicatii rare sunt: scurgerile mici de LA, infectiile si lezarea fatului Amniocenteza precoce are o rata de avort semnificativ mai mare decât cea clasica, comparabila cu BVC (~2,5%); la aceasta se adauga si riscul de detresa respiratorie a noului-nascut sau deformari ortopedice benigne 2 3 BIOPSIA VILOZITATILOR CORIALE Biopsia vilozitatilor coriale (BVC)299 este metoda de obtinere a unor fragmente de vilozitati coriale (figura 18 5), structuri de origine embrionara ce deriva din trofoblast, partea externa a blastocistului (vezi figura 14 1) Probele obtinute contin atât celule fetale cât si celule din decidua materna, care trebuie îndepartate cu grija înainte de analiza Celulele trofobalstice pot fi utilizate pentru efectuarea unor teste ADN pentru detectarea mutatiilor si analizei cromosomice directe (datorita activitatii mitotice înalte a acestor celule) sau dupa cultivare BVC se efectueaza la 10-12 saptamâni de gestatie300, pe cale transcervicala (cu ajutoul unui cateter flexibil) sau transabdominal (cu un ac subtire de punctie rahidiana), sub ghidaj ecografic, în functie de localizarea placentei Efectuarea BVC în aceasta perioada precoce de sarcina permite obtinerea mai rapida a unor rezultate, reducând perioada de incertitudine si stresul psihologic al asteptarii lor pâna la mijlocul trimestrului II, precum în cazul amniocentezei; în plus, daca se opteaza pentru întreruperea sarcinii, aceasta se poate face la sfârsitul trimestrului I, prin metode mai facile Dezavantajul diagnostic al metodei este ca nu permite evaluarea AFP Complicatiile BVC sunt reprezentate de sângerari (40%), avort (1-2% în plus fata de nivelul bazal de 2-5% pentru perioada gestationala de 7-12 saptamâni), producerea unor malformatii ale membrelor (anomalii transverse) si fetei când este practicvata înaintea saptamânii a 10-a de sarcina301 2 4 CORDOCENTEZA Cordocenteza302 este procedura prin care se obtine o proba de 2-3 ml sânge fetal punctionând, sub ghidaj ecografic, radacina cordonului ombilical (proportia reusitelor sub 95%) (figura 18 6) Se practica de obicei la 18-21 saptamâni de sarcina la paciente care se prezinta târziu pentru DPN, atunci când culturile de celule amniotice nu reusesc sau dau rezultate ambigue (mozaicism) sau atunci când diagnosticul ADN nu este posibil pentru o boala ce poate fi identificata prin teste biochimice ale plasmei ori ale celulelor sanguine (unele afectiuni hematologice sau imunologice ereditare, infectii bacteriene, virale sau parazitare) Sângele fetal necesita numai câteva zile de cultura pentru obtinerea unor preparate cromosomice de foarte buna calitate Riscul de avort datorita procedurii este 2-3% 2 5 FETOSCOPIA Fetoscopia comporta introducerea in uter pe cale transabdominala a unui instrument subtire, flexibil, denumit fetoscop, care permite vizualizarea embrionului sau a fetusului si colectarea de tesuturi ale produsului de conceptie (piele, muschi, tesut hepatic) Fetoscopia detecteaza defecte si boli fetale ce nu pot fi sesizate prin celelalte tehnici invazive (genodermatoze, distrofii musculare, boli hepatice) Fetoscopia se practica dupa 20 saptamâni de sarcina si numai în scop experimental, în câteva centre specializate 2 6 DIAGNOSTICUL GENETIC PREIMPLANTATORIU Diagnosticul genetic preimplantatoriu (DGP) a fost introdus în 1990 (Handsyside et al) ca o alternativa la diagnosticul prenatal, pentru cuplurile cu risc crescut de a transmite o boala ereditara la descendentii lor În principiu, embrionii sunt produsi prin tehnici de fertilizare in vitro (IVF) si în stadiul de clivare pot fi obtinute, prin biopsie embrionara, 1-2 blastomere, care sunt analizate genetic; apoi embrionii neafectati sunt transferati în uterul femeii, pregatita pentru sarcina Procedurile de diagnostic trebuie sa fie precise si rapide pentru a permite transferul embrionului în aceeasi zi cu efectuarea biopsiei303; în functie de indicatia diagnostica se folosesc curent doua metode: amplificarea genica prin PCR - pentru diagnosticul mutatiilor genice - si analiza cromosomica prin FISH interfazic - pentru stabilirea sexului genetic al embrionului, screeningul aneuploidiilor pentru cromosomii 13,18,21, X si Y sau caracterizarea cromosomica a embrionului cuplurilor care au o anomalie cromosomica echilibrata În consecinta numarul de boli diagnosticate este mic si, uneori, se produc erori de diagnostic Indicatiile actuale ale diagnosticului genetic preimplantatoriu sunt urmatoarele: (1) Selectia sexului304 la embrionii cu mutatii ale cromosomului X (Determinarea sexului genetic prin FISH, folosind sonde pentru cromosomii sexuali) (2) Diagnosticul unor boli monogenice (identificarea mutatiilor prin PCR) (3) Purtatorii de anomalii cromosomice echilibrate305 - au un risc crescut de a avea descendenti cu monosomii sau trisomii partiale (vezi capitolul 9 C 3 2) În aceste cazuri se folosesc: a) FISH - dar numai atunci când sunt disponibile sonde pentru analiza segregarii meiotice a unei translocatii echilibrate; b)studiul cromosomilor dupa conversie interfazica (nucleul interfazic al blastomerului este convertit în nucleu metafazic dupa fuziunea sa cu un ovocit enucleat)306; c) hibridizare genomica comparativa, ce implica co-hibridizarea ADN extras din blastomer si a unei probe ADN control cu cromosomii unei metafaze normale Toate aceste tehnici sunt scumpe si laborioase (4) Alte indicatii: femei cu vârsta de peste 35 de ani, cupluri cu avorturi repetate, suspiciunea unui mozaicism gonadal Cu toate progresele tehnice realizate în ultimii ani, DGP are numeroase limite tehnice si ridica unele probleme etice Trecând peste dificultatile de a obtine embrioni prin IVF, problema cea mai mare cu care se confrunta DGP este faptul ca numai una sau doua celule sunt disponibile pentru analiza; în aceste conditii si în timpul scurt de care se dispune pentru studiu se pot produce erori de diagnostic Una dintre sursele acestor erori este mozaicismul cromosomic, frecvent la embrionii în stadiul preimplantatoriu; în aceste conditii nucleul unui blastomer nu poate fi reprezentativ pentru restul embrionului Desi aceste erori sunt rare, diagnosticul prenatal este recomandat ulterior în toate cazurile; de aceea, în prezent, se considera ca DGP nu este înca o alternativa fericita la diagnosticul prenatal, ci mai curând o cale mai buna de a asigura cuplurile cu risc crescut ca vor avea un copil normal si sanatos si/sau de a evita un avort recurent sau o întrerupere a cursului sarcinii (pentru un fetus anormal) 2 7 ANALIZA CELULELOR FETALE DIN SÂNGELE MATERN Este cunoscut faptul ca la femeile gravide, una din 108 -109 celule nucleate circulante îsi are originea în organismul fetusului Celulele fetale care circula în sângele matern sunt de trei tipuri: limfocite, eritroblasti si celule ale sincitiotrofoblasului Acestea pot fi identificate si izolate din sângele matern datorita diferentelor antigenice dintre mama si fetus Din cele trei tipuri celulare prezente în sângele gravidei, eritroblastii par a fi cei mai adecvati pentru depistarea prenatala Potrivit unor date recente, numarul celulelor fetale din sângele matern este mai mare în cazul sarcinilor cu fetusi prezentând aneuploidii si, în special, al celor cu trisomie 21, ceea ce ar facilita detectia unor astfel de anomalii Reusita izolarii si asigurarea acuratetei rezultatelor comporta parcurgerea a trei etape: * identificarea celulelor fetale cu ajutorul anticorpilor monoclonali sensibili si înalt specifici, * utilizarea unei tehnici de îmbogatire (triajul prin citometrie în flux a celulelor marcate fluorescent), * analiza genetica a celulelor astfel obtinute, utilizându-se tehnici de înalta sensibilitate (PCR, FISH) FISH cu sonde specifice anumitor cromozomi, face posibila stabilirea sexului fetusului (coeficientul de exactitate este cuprins - la primigeste - între 94% si 100% în cazul sarcinilor care au depasit 8 saptamâni, precum si detectarea diferitelor anomalii numerice Înainte de aplicarea pe scara larga a metodei se impun a fi rezolvate o serie de probleme care ar putea altera rezultatele determinarilor Dintre acestea pot fi mentionate contaminarea, dificil de evitat, cu celule materne si artefactele cauzate de posibilele efecte ale incompatibilitatii ABO si Rh asupra supravietuirii în circulatia materna a globulelor rosii ale fetusului Acestor inconveniente li se adauga si faptul ca limfocitele fetilor anteriori pot persista în circulatia materna timp de câtiva ani, genomul lor putând fi confundat cu cel al celulelor actualului produs de conceptie Pentru moment, analiza celulelor fetale din sângele periferic matern este o metoda care opereaza la interfata dintre activitatea de cercetare si cea a prestarii de servicii medicale Este, totusi, de asteptat ca, într-un viitor nu prea îndepartat, aceasta tehnologie sa-si dobândeasca statutul de cea mai fiabila metoda de evaluare noninvaziva a calitatii produsului de conceptie 3 ANALIZE DE LABORATOR EFECTUATE PE CELULE FETALE 3 1 ANALIZA CROMOSOMILOR Diagnosticul anomaliilor cromosomice la fat reprezinta cea mai frecventa componenta a DPN fiind indicat în prezenta unei anomalii cromosomice structurale la unul dintre parinti sau daca în familie exista un copil cu o anomalie cromosomica de novo precum si la gravidele peste 35 de ani, cu triplu test pozitiv sau semne ecografice de alarma Testarea citogenetica prenatala nu este recomandata în urmatoarele situatii: boli monogenice, istoric familial de defecte de tub neural, iradieri terapeutice materne sau paterne anterioare conceptiei, anxietate parentala, informarea cu privire la sexul fetusului (daca nu exista istoric de boli recesive legate de cromozomul X) Se realizeaza de obicei prin analiza celulelor fetale (obtinute prin BVC sau amniocenteza), cultivate timp de 1-2 saptamâni Mult mai rar, cromosomii se pot cerceta pe preparate obtinute prin culturi (3 zile) de sânge fetal obtinut prin cordocenteza Strategia analizei prenatale a cromosomilor ar fi urmatoarea : * în cazul unei indicatii stabilite preconceptional se va recurge la BVC (analiza directa sau prin cultura), pentru a rezolva rapid problema ; Celulele vilozitatilor coriale au index mitotic înalt si este posibila obtinerea rapida, fara cultura, a unor preparate; calitatea cromosomilor obtinuti prin metode directe este însa nesatisfacatoare (cromosomi contractati) si permite numai detectarea anomaliilor numerice si a celor structurale mari (rezolutia marcajului cromosomic este inadecvata pentru analize detaliate) În plus circa 2% din probe pot da rezultate ambigue datorita mozaicismului cromozomic si în aceste cazuri este recomandata amniocenteza pentru a stabili daca fatul are anomalii cromozomice Recent s-au dezvoltat tehnicile de FISH pe nuclei interfazici pentru identificarea aneuploidiilor frecvente, ale cromosomilor 13,18,21, X si Y * daca cultura de vilozitati coriale nu creste sau rezultatul este incert, datorita mozaicismului cromosomic (vom reveni), sau indicatia analizei este pusa mai tardiv - exista înca timp pentru a analiza cromosomii prin amniocenteza; * în cazurile rare în care cultura de amniocoite nu creste sau rezultaul este incert se va recurge la cordocenteza Analiza cromosomica prenatala se mai poate confrunta cu doua situatii dificile: mozaicurile cromosomice si cromsomii markeri sau derivativi Mozaicismul cromozomial Aceasta conditie este rar întâlnita în citogenetica prenatala, fiind observata, în medie, la 5% dintre fetusii analizati în al doilea trimestru de sarcina, si numai la 1 din 3500 nascuti vii Termenul de mozaic defineste prezenta într-un organism sau tesut a doua sau mai multe linii celulare genetic distincte, derivate dintr-un singur zigot Se descriu patru tipuri de mozaicuri: * mozaicismul adevarat - detectat în colonii multiple dim mai multe culturi primare diferite; studiile postnatale confirma prezenta sa la nou-nascut; majoritatea mozaicurilor adevarate implica gonozomii, cromozomii mici: 18, 20, 21, 22 sau un cromozom marker; * mozaicismul monocelular - sau mozaic de nivelul I (o celula cu un extracromozom sau o anomalie structurala prezenta într-o singura colonie sau într-un singur flacon de cultura) ; are o incidenta de circa 3% si poate fi considerat un artefact ; * pseudomozaicismul - sau mozaic de nivelul II (doua sau mai multe celule cu aceeasi anomalie prezente într-o singura colonie sau flacon de cultura); reprezinta 0,5% din toate mozaicurile ; pseudomozaicismele cele mai frecvente intereseaza cromozomii 2, 3, 7, 18 * mozaicism limitat la placenta (" confined placental mosaicism "); incidenta: 1-2% din sarcinile viabile O placenta cu cariotip anormal poate determina moartea fetusului, desi cariotipul fetal este normal; invers, o placenta cu cariotip normal poate permite supravietuirea mai îndelungata a unui fetus cu anomalii cromozomiale307 Cele mai multe mozaicuri detectate în celulele trofoblastului sunt cauzate de generarea unui extracromozom în cursul cultivarii in vitro (pseudomozaicism) sau de contaminarea cu celule materne (mozaicism cu linii XX si XY) datorita asocierii intime între celulele materne si celulele vilozitatilor coriale Diferentierea de mozaicismul adevarat este posibila prin recursul la tehnici capabile sa stabileasca daca toate celulele dintr-o colonie sunt descendente ale unei singure celule fetale Confirmarea si interpretarea mozaicismului reprezinta una dintre cele mai dificile probleme legate de DPN Confirmarea mozaicismului se poate face numai prin analiza celulelor sângelui fetal obtinut prin cordocenteza, desi o ecografie normala (fara tulburari de crestere si anomalii congenitale) este de bun augur Semnificatia clinica a mozaicismului În mod obisnuit, mozaicismul diagnosticat prenatal nu se asociaza cu anomalii fetale 60% din mozaicurile ce intereseaza gonozomii au fenotip normal Este totusi recunoscuta relatia mozaicismului placentar atât cu retardul cresterii intrauterine, cât si cu rata crescuta a avorturilor Pseudomozaicismele pot fi considerate artefacte ale culturilor pe termen lung În schimb prezenta unei linii cu trisomie autozomala în care sunt implicati cromozomii 8, 9, 13, 18, 21 sau, foarte rar, iso(12p)(sindromul Pallister-Killian) reclama efectuarea unor investigatii extensive deoarece în fenotipurile nou-nascutilor vii figureaza, de regula, anomalii morfologice si clinice Cromosomi markeri sau derivativi Ocazional, într-un cariotip normal ca numar se pot observa cromosomi markeri sau o rearanjare cromozomica rara Semnificatia acestor date la fetus nu poate fi determinata fara analiza cromosomilor la ambii parinti Daca aceleasi modificari sunt gasite la un parinte normal atunci ele pot fi considerate variante normale; rearanjarile de novo neechilibrate pot cauza anomalii fetale 3 2 DETERMINARI BIOCHIMICE PENTRU BOLI METABOLICE Peste 100 de boli metabolice pot fi diagnosticate prenatal prin studii biochimice efectuate pe celule fetale sau lichid amniotic Cele mai multe (fiind autosomal recesive) au un risc mare de recurenta si aceasta ajustifica DPN Raritatea lor este însa un impediment tehnic pentru centrele obisnuite si de aceea este bine ca gravidele cu risc sa fie trimise în centre specializate 3 3 ANALIZA ADN Numeroase afectiuni monogenice (vezi tabelul 18 2) pot fi diagnosticate prin analiza ADN, folosind metode de detectare directa a mutatiilor sau diagnosticul indirect, prin studiul unor markeri strâns înlantuiti cu gena mutanta Exceptând bolile comune - fibroza chistica, sindromul X fragil - analiza prenatala a ADN se face de obicei în laboratoare specializate si, cel mai bine, cunoscând mutatia patogenica caracteristica unei familii 4 AVANTAJELE DPN În majoritatea tarilor din Europa, o data cu dezvoltarea planificarii familiale a crescut interesul pentru calitatea produsului de conceptie si asistenta prenatala si perinatala s-au ameliorat considerabil ; în acest context screeningul si DPN au devenit unele dintre cele mai solicitate servicii medicale Astfel, cuplurile cu risc genetic sau malformativ crescut au dobândit o valoroasa optiune reproductiva: ele vor putea concepe o sarcina stiind ca prezenta sau absenta bolii la fetus poate fi confirmata prin testare În peste 95% din cazuri rezultatele DPN sunt normale si, ca urmare, marea majoritate a cuplurilor /gravidelor cu risc vor fi asigurate ca viitorul lor copil va fi sanatos, fapt care constituie principalul avantaj al DPN Într-o mica proportie de cazuri, fetusul va fi serios afectat si, în absenta unei terapii prenatale efective, cuplurile vor alege solutia întreruperii sarcinii Acest lucru va produce, la nivelul populatiei, un declin al incidentei bolilor genetice severe DPN este înca o metoda scumpa de diagnostic dar beneficiile sale pentru familie si populatie, ambele interesate în nasterea de copii sanatosi, realizeaza o relatie cost-beneficiu pozitiva Cu certitudine screeningul si DPN se vor dezvolta în viitor si vor deveni una dintre cele mai eficace metode de profilaxie ale bolilor genetice 1 Pentru ca o boala sau un grup de boli sa fie o "problema de sanatate publica" trebuie sa îndeplineasca trei conditii: sa aibe o frecventa mare, sa necesite cheltuieli importante pentru îngrijirea bolnavilor si sa poata fi prevenita eficace, prin programe speciale 2 Recent s-a demonstrat ca diferiti bolnavi cu hipertensiune arteriala esentiala raspund diferit la medicamentele de baza folosite în aceasta afectiune: beta-blocanti, inhibitori ACE si blocanti de canale de calciu Necesitatea unei terapii individualizate devine astfel evidenta 3 Despre transmiterea monogenica, mendeliana, a caracterelor normale si bolilor monogenice vom discuta mai târziu, în capitolul 5 Aici vom preciza doar ca exista un catalog al tuturor bolilor monogenice (OMIM -On line Mendelian Inheritance of Man) în care fiecare afectiune este de înregistrata print-un numar de cod 4 Relatia genotip ? fenotip se poate aplica si în sens restrâns: "o gena ? un caracter" 5Reducerea perimetrului cranian sub -2 DS (deviatii standard) însotita de retard mintal 6 Incidenta se refera la rata cu care se produc cazuri noi Prevalenta se refera la proportia unui grup afectat la un anumit moment (în cazul bolilor genetice prevalenta este mai mica decât incidenta fie din cauza sperantei de viata mai reduse, fie din cauza debutului bolii la vârste mai tardive Frecventa este un termen nespecific, folosit uneori sinonim pentru incidenta 7 La unele virusuri materialul genetic este ARN; ele sunt numite "retrovirusuri" deoarece în timpul infectiei se integreaza în genomul celular dupa ce ARN-ul lor a fost convertit în ADN, de catre enzima "revers transcriptaza" (sau transcriptaza inversa) Unele din aceste virusuri produc cancere si alte îmbolnaviri (SIDA) 8 Desi legaturile de hidrogen sunt legaturi electrostatice slabe, multitudinea lor asigura "coeziunea" catenelor 9 Catena 3'?5' se mai numeste si catena antisens deoarece prin conventie ARNm este considerat catena sens 10 Subunitatea mare a ribosomului contine ARNr 28S, 5,8 S si 5S iar subunitatea mica ARNr 18 S 11 Denumirile Alu, Kpn, The - provin de la enzimele cu care aceste secvente sunt "decupate" din genom 12 ADN satelit ? (sau alphoid) este specific fiecarui cromosom si poate fi evidentiat, chiar în nucleul interfazic, cu sonde centromerice specifice 13 Pe cromosomul 17 exista trei copii a unei secvente de circa 200kb, separate prin 5 Mb; copiile sunt atât de similare (99%identitate) încât genereaza prin recombinare paraloga sindroamele cu microdeletii Smith-Magenis si Charcot-Marie-Tooth 1A; 14 un segment de 9,5kb din Xq28 ce contine si locusul pentru adrenoleukodistrofie, se gaseste duplicat, lânga centromer, pe cromosomii 2,10,16 si 22 15 Din cauza gradului înalt al polimorfismului de lungime dintr-o populatie microsatelitii sunt markeri genetici valorosi în testarile genetice 16 ADN mitocondrial, prin particularitatile sale structurale, net diferite de ADN nuclear, se aseamana foarte mult cu ADN procariotelor ancestrale; de aceea si considera ca mitocondriile îsi au originea din includerea unei particule asemanatoare bacteriilor de cître primele celule eucariote aparute în evolutie 17 Rata mutatiilor ADNmt este de 10-15 ori mai mare decât a ADN nuclear, fapt ce duce la acumularea unui spectru larg de secvente polimorfice de ADN mt în populatiile umane; analizând distributia acetor polimorfisme în populatiile umane se pot obtine indicatii privind evolutia lor în timp 18 L 5 ianuarie 2003 erau identificate si localizate pe cromosomi 26148 de gene iar alte a48 nu erau înca localizate 19 În laboratoarele cu dotari pentru FISH se folosesc sonde marcate fluorescent pentru X si Y care permit evaluarea mai precisa a prezentei si numarului cromosomilor sexuali în nucleii interfazici 20 "Regiunile de atasare la matrice" (prescurtarea în engleza, SAR) sunt bogate în AT 21 Printre proteinele matricei se afla si topoisomeraza II care are un rol esential pentru condensarea cromosomilor 22 Cromosomii omologi au aceleasi tipuri de gene (loci omologi), în aceeasi ordine dar în acelasi locus ei pot avea forme identice sau diferite ale genelor alele 23 Mutatii ale genelor pentru proteinele centromerice perturba formarea kinetocorilor si pot determina nedisjunctie sau întârziere anafazica 24 Fragmnetele acentrice sunt rezultatul unor rupturi cromosomice spontane sau induse de factori mutageni 25 Exista doar câteva benzi care nu au o morfologie constanta la toti indivizii 26 Situsurile fragile se evidentiaza în culturi realizate într-un mediu fara ser uman sau tratate special cu inhibitori ai timidinsintetazei (substante antifolice) 27 În acest caz se folosesc câteva semne: ? indica "de la pâna la"; :: descrie reunire si rupere ; separa cromosomii implicati der - cromosom derivat ter - capatul terminal al cromosomului 28 Se foloseste uneori si termenul polimorfism dar acesta a fost rezervat pentru variantele alelice ale unei gene 29 Termenul de locus este frecvent folosit cu referinta la o anumita gena (de ex , locusul hemofiliei este situat pe cromosomul X 30 Uneori, mutatii diferite ale unei gene normale formeaza mai multe variante alelice care au acelasi efect asupra fenotipului; ele se numesc isoalele 31 Exceptie fac genele de pe X la barbatii XY 32 Notiunile de genotip si fenotip se pot folosi si în sens restrâns, pentru o pereche de gene ("genotip") ce determina un anumit caracter ("fenotip") 33 Un locus (gena sau secventa de ADN) marker are rolul de a "semnaliza" prezenta unui locus boala (morbid) cu care este strâns înlantuit, fie atunci când acesta nu se exprima fenotipic fie în cazul în care este mai greu de identifict direct 34 90% din formele de HCS sunt produse prin deficienta 21-hidroxilazei; exista si alte deficiente în biosinteza hormonilor steroizi, mai rare, care produc HCS si ambiguitati genitale asociate însa si cu alte anomalii clinice si biochimice 35 Marea majoritate a cazurilor sunt produse prin conversie genica (70%) sau CO inegal (30%) 36 Termenul se refera la citirea si copierea informatiei genetice a genei, pe baza careia se sintetizeaza un polipeptid; se mai denumeste si ORF (de la Oen Reading Frame) 37 Procesul de asamblare a exonilor, ce va fi descris în capitolul 4, se numeste "splicing" - în l engleza, - "epissage" - în l franceza; traducerea acestor termeni în limba româna ar fi: înnadire, îmbinare cap la cap sau matisare) 38 Prefixul TF semnifica transcription factor iar II arata tipul de ARN polimeraza cu care se asociaza; urmeaza o litera: A,B,C,D care specifica un anumit TF Factorii de transcriptie sunt elemente trans-acting, deoarece sunt sintetizati de gene situate la distanta de situsurile de actiune si ei migreaza la acest loc Elementele promotorului pe care se fixeaza TF sunt cis-acting elements deoarece functia lor este limitata la regiunea de ADN în care ei se gasesc 39 Dupa fixarea proteinelor reglatoare (TF) ADN dintre secventa activatoare si promotor face o bucla care permite TF fixat la activator sa interactioneze cu TF fixati la promotor sau cu ARN polimeraza 40 Pseudogenele pot sa apara si prin retrotranspozitie: ARNm produs de o gena activa formeaza sub actiunea transcriptazei inverse o copie de ADNc care se insera în ADN; neavând promotor aceasta copie este nefunctionala 41 Enzimele de restrictie au fost descoperite în 1970 de catre Arber, Nathans, si Smith (Pr Nobel, 1978) 42 Enzimele de restrictie poseda deasemeni capacitatea de a metila ADN propriu, la nivelul acelorasi situsuri de clivaj si astfel de a-l proteja contra propriei degradari 43 Aceasta molecula hibrida, ce reuneste segmente de ADN de la specii diferite, se mai numeste si molecula de ADN "himerica" 44 Uneori fagii se pot insera în cromosomul bacterian, unde ramân "tacuti" (sub forma de profagi) si se pot replica odata cu acesta (ciclul lizogenic) 45 Recent a început fabricarea cromosomilor artificiali de mamifere (MAC) sau de om (HAC) ce vor fi utilizati pentru transferul de ADN în culturi de celule umane (de ex în genoterapie) 46 Bacteriile - sunt cel mai frecvent folosite în clonarea ADN datorita multiplicarii rapide (timp de generatie 20-30 minute), facilitatii de manevrare si costului redus Desi nepatogene, bacteriile sunt modificate pentru a diminua riscurile diseminarii accidentale Cel mai des se utilizeaza E Coli, mai rar Pseudomonas si Bacillus subtilis 47 Membrana celulei bacteriene nu este în mod normal permeabila la moleculele mari de ADN dar poate deveni permeabila dupa tratamentul cu ioni bivalenti, socuri electrice scurte (electroporatie) care formeaza pori în peretele celular, prin care patrund plasmidele Totusi numai un mic procent de celule vor fi competente deci capabile sa încorporeze ADN din mediul extracelular Atunci când o fac ele fixeaza numai o singura molecula vector, deci numai un fragment de ADN 48 Este vorba de Taq-polimeraza izolata din bacteria Termophilus acvaticus, care creste natural în izvoarele termale si este stabila la temperaturi ridicate 49 Denumirea sondelor directe se face cu un nume privat, dat de laboratorul inventator, precum si prin abrevierea locusului genei (conform nomenclaturii "Human Gene Mapping") De exemplu sonda ce corespunde genei alfa - globina se numeste pJW 101 (denumire privata) si HBA (în nomenclatura oficiala) 50 Exista si alte metode pentru detectarea mutatiilor necunoscute : denaturing gradient gel elctrophoresis (DGGE), mismatch cleavage, single-strand conformational polymorphism (SSCP) care vor fi descrise în capitolul 8 51 Metoda este denumita "Northern" (Nordica) prin opozitie umoristica fata de metoda descrisa de Southern ("Sudica") 52 ADN se poate analiza în orice tip de celule nucleate si toate genele sunt egal accesibile analizei 53 Cantitatile de nucleotide G normale si analog G din aceasta reactie sunt astfel ajustate ca polimeraza sa încorporeze analogul G în unele catene noi sintetizate pentru prima oara când se încorporeaza G, în timp ce în alte catene analogul este încorporat a doua oara când se va încorpora G, în altele a treia oara s a m d 54 Prima localizare genica pe un cromosom a fost facuta la om în 1911 când s-a demonstrat ca o boala "cecitatea pentru culori" (daltonismul) se transmite ca un caracter legat de X 55 Combinatia de alele de pe fiecare cromosom se numeste haplotip (de la "haploid genotyp") 56 CO nu produce obligator o recombinare deoarece daca între doi loci are loc un crossing over dublu nu rezulta recombinanti, 57 Deoarece analiza cromosomilor umani în profaza meiozei I (celule diploide) releva existenta a circa 60 de chiasme (presupuse a fi locul unde se produce CO) se considera ca "lungimea genetica" a genomului uman haploid este de 30 M sau 3000 cM Întrucât el are 3x106 pb rezulta ca 1 M reprezinta 108 p b iar 1 cM un milion pb (106) sau 1000 de Kb57 În realizarea conversiei se pleaca de la ipoteza ca: (1) recombinarile survin cu o probabilitate egala în orice punct din cromosom sau genom; (2) se produc cu o frecventa egala la cele doua sexe; (3) nu se interfereaza între ele 58 Dezechilibrul de înlantuire poate fi totusi influentat de o serie de forte evolutive: selectia naturala, deriva genetica (vezi capitolul 7) 59 LOD este un acronim de la "logaritm of odds", deci logaritm al raportului de probabilitate 60 Se foloseste frecvent mediul HAT (ce contine hipoxantina, aminopterina, timidina) + oubaina; HAT distruge celulele de rozatoare nehibridizate iar oubaina distruge celulele umane nehibridizate 61 Prezenta unei gene poate fi evidentiata cu ajutorul unor markeri fenotipici (proteina/ enzima codificata de gena si identificata prin electroforeza sau cu metode imunologice) sau genotipici (secvente de ADN identificate prin metoda Southern) Folosirea sondelor ADN si markerilor genotipici permite identificarea unor gene care nu se exprima de obicei în fibroblaste dar sunt prezente în cromosomii hibridului 62 STSs de la "sequence-targged sites", fragmente scurte (200-500 pb) de ADN care au o secventa unica cunoscuta si pot fi amplificate prin PCR 63 SSRs de la "simple sequence repeat" , secvente mici de 2-4 nucleotide repetate în tandem de sute de mii de ori 64 Daca avem certitudinea ca boala este produsa de o singura gena mutanta ea se asimileaza cu locusul ce trebuie cartografiat 65 Utilizarea unor studii combinate de înlantuire realizate pe mai multe familii mici (ca si în cazul mucoviscidozei) este inoperanta din cauza heterogenitatii genetice 66 De ex , la Drosophila, locusul pentru gena normala (de tip salbatic) ce da obisnuit culoarea rosie a ochilor a fost numit "white" (prescurtat w+) deoarece prima mutanta descrisa produca ochi de culoare alba 67 Prin sindrom se întelege un ansamblu de semne / simptome care definesc o anumita entitate clinica sau un anumit mecanism patogenic 68 Vom vedea mai târziu ca exista si alte explicatii patogenice ale sindroamelor cu pleiotropie; de ex interferenta unor cai metabolice interconectate, ramificate 69 La scrierea concisa a unui genotip (de ex A/a; AB/ab) linia ce separa simbolurile genelor ne arata ca acestea sunt dispuse, separate, pe cromosomi omologi distincti 70 Dominanta incompleta se mai numeste semidominanta 71 Se considera ca fenomenul de penetranta poate interesa si gene recesive; în aceasta situatie pacientul homozigot (aa) care ar trebui sa manifeste boala este sanatos si greu de deosebit de heterozigotul (Na) normal 72 Daca adaugam si formele sindromice de retinita pigmentara (asociata cu alte anomalii / manifestari) exista peste 30 de boli diferite ce se manifesta cu retinita pigmentara 73 Prin diverse tratamente fizico-chimice legaturile dintre diferiti aminoacizi ce formeaza structura tertiara se pot rupe si proteina "denaturata" îsi pierde activitatea biologica 74 Analiza moleculara a genelor A, B, 0 a fot recent realizata Între alelele A si B exista o diferenta de secventa de numai patru nucleotide Alela 0 prezinta o deletie a unui nucleotid care (fiind o mutatie "frameshift") determina pierderea activitatii transferazice 75 În realitate fluxul informational nu este exclusiv unidirectional si universal: unele secvente de ADN (retrotransposoni) sunt transcrise în ARN si apoi sub actiunea unei transcriptaze inverse sunt retrocopiate si integrate aleatoriu în ADN; prin acelasi mecanism unele retrovirusuri (de ex , HIV) care au ca material genetic ARN se pot insera în ADN-ul celulelor eucariote prin retrotranscriptie 76 Exista trei tipuri de ARN polimeraza: I - pentru ARNr; II -pentru pre-ARNm; III - pentru ARNt 77 Riboza este "oza" (glucidul) descoperit la "Rockefeller Institut of Biochemistry" din New York 78 Referirile la structura genei se fac întotdeauna la catena sens (de ex , secventele reglatoare de la capatul 5' al genei se refera la secventele situate la capatul 5' al catenei sens si nu al catenei transcrisa, unde de fapt ele exista si actioneaza !!!) 79Moleculele de transcript primar au fost denumite initial ARN nuclear heterogen (hnARN) 80Orice abatere de la "SIT" va determina sinteza unui mesager diferit de cel normal 81 TF IID se fixeaza pe secventa TATA iar TF IIB si E fixeaza ARN polimeraza; complexul este stabilizat de TF IIA; la acestia se adauga TF IIF, cu activitate de helicaza, care desface cele doua catene ale ADN 82ARN polimeraza se deplaseaza ca "un cursor pe un fermoar" 83Moleculele de pre-m ARN sunt cunoscute si sub numele de "ARN heterogen' (hnARN) 84Prin actiunea unei poli-A polimeraze 85Denumirea de translatie semnifica traducerea informatiei scrisa în "limbajul" nucleotidelor în ARNm în "limbajul" de aminoacizi al peptidelor 86Codul genetic a fost descifrat experimental folosind drept ARNm polinucelotide sintetice cu o secventa cunoscuta si analizând secventa de aminoacizi a proteinei sintetizate artificial De exemplu, ARNm sintetic poliuracil a produs un polipeptid alcatuit exclusiv din fenilalanina; astfel s-a stabilit ca tripletul UUU codifica fenilalanina 87Orice deletie sau aditie a unui nucleotid va schimba "cadrul de lectura al genei" deci practic toti codonii (formati prin gruparea câte trei) ce urmeaza dupa locul deletiei/aditiei nucleotidice 88La eucariote subunitatea mica are un tip de ARNr (18S) si 33 proteine ribosomale iar cea mare trei tipuri de ARNr (5S, 5,8S, 28S) si 45 proteine ribosomale Moleculele de ARNr sunt codificate de gene prezente în mii de copii pe bratele scurte ale cromosomilor acrocentrici, care formeaza "regiunile organizatoare de nucleoli" Structura ARNr si a proteinelor ribosomilor la procariote este diferita de cea de la eucariote si acest lucru are o importanta deosebita deoarece unele amtibiotice (de ex , streptomicina) care actioneaza la nivelul ribosomilor sunt active la bacterii si fara efect asupra ribosomilor si sintezei proteice la om 89Teoretic ar trebui sa existe în celula 61 de molecule diferite de ARNt pentru cei 61 de codoni sens In realitate numarul lor este mai mic (~40) dar superior celor 20 de aminoacizi; deci un acelasi tip de aminoacid va fi purtat de mai multi ARNt specifici (iso-acceptori), diferiti prin anticodonul lor prin al treilea nucleotid; aceasta flexibilitate este denumita în limba engleza "wobble" (a sovai) 90Asociere ARNm la aceasta subunitate si potrivirea exacta a codonului AUG se face printr-o secventa purinica speciala, situata chiar înaintea codonului initiator si complementara unei secvente pirimidinice din ARNr subunitatii mici Un rol cert dar înca neclar are si structura "cap" de la extremitatea 5' a ribosomului 91Fixarea este favorizata de un factor de elongatie, EF1 92Trecerea ARNt din situsul P în A se numeste translocatie 93Ribosomii fixati la aceeasi molecula de ARNm formeaza "un polisom" (sau poliribosom) 94 SRP este alcatuita din 6 proteine si o mica molecula de ARN 7SL, 95Studiul genelor pentru actina la diferite organisme releva diferente în numarul intronilor, care scade odata cu evolutia 96 Reamintim ca litera p desemneaza aici legatura fosfodiester ce exista intre C si G si nu puntile de hidrogen ce se stabilesc între catenele complementare) 97 Asemenea mecanisme s-au descris si pentru alte grupe de gene (de ex , genele pentru receptorii celulelor T) 98 La unele mamifere exista dovezi privind implicarea unor fenomene de amprentare 99 Pentru a indica activatorul unui RE se adauga o litera suplimentara: GRE pentru elementul de raspuns la glucocorticoizi; ERE pentru raspunsul al estrogeni, TRE pentru hormonul tiroidian, ARE pentru androgeni, CRE pentru raspunsul la AMPc etc 100Se numesc "trans" pentru ca sunt proteine produse de alte gene decât cele asupra carora actioneaza 101 Se deosebesc patru tipuri de semnalizare celulara: (1) Semnalizarea directa, celula-celula: un semnal de pe suprafata unei celule (de exemplu, factor de crestere) este fixat de un receptor specific al altei celule; (2) Semnalizarea endocrina: hormonii se fixeaza pe receptori specifici în celulele tinta; (3) Semnalizarea paracrina: o molecula eliberata de o celula (de ex , un neurotransmitator) actioneaza local asupra celulelor vecine; (4) Semnalizarea autocrina: o molecula produsa de o celula actioneaza asupra celulei respective 102 Este vorba de un tip special de proteine , cu domenii SH2/SH3 care au niste "buzunare" ce recunosc specific o Tyr fosforilata 103 Denumirea "JAK" provine de la "Janus kinase" si face aluzie la Janus, zeul roman cu 2 fete, care era zeul portilor 104 Demonstrarea experimentala a replicarii semiconservativea fost realizata, cu eleganta si precizie, prin încorporarea unor nucleotide marcate radioactiv (Meselson si Sthal,1957; Taylor, 1957) sau a bromodeoxiuridinei în moleculele de ADN care se sintetizeaza (Zaharov, 1972; Latt, 1973) 105 RNaza H1 degradeaza specific hibridul format de amorsa ARN si ADN (numele H provine de la Hybrid) 106 Piesele Okazaki se vor sintetiza în directia 5'? 3', care va fi în directia opusa furcii de replicare 107 Repetitiile multiple ale dinucleotidului AT sunt asociate frecvent cu regiunile de atasare la "axul "- intern al cromosomului - ("scaffold") si codifica elemente specifice necesare destabilizarii structurii helicale a ADN; de aceea sunt numite si "DNA unwiding elemnts" (DUEs) 108 Ciclinele D, E si A împreuna cu CDK4 alcatuiesc SPF (S-phase promoting factor) care controleaza faza S 109 Dupa Greider, 1999, se formeaza chiar o structura triplu catenara, asemanatoare cu bucla D de la ADNmitocondrial 110 la om, celulele somatice pot produce prin diviziune maximum 80 de generatii celulare (ipoteza Hayflick); (exceptie fac însã celulele stem pluripotente) 111Datoritã numãrului mare de diviziuni ce au loc în spermatogenezã, absenta telomerazei ar duce la extinctia rapidã a acestei pretioase populatii celulare 112De aceea disparitia postnatalã a activitãtii telomerazei ar putea fi consideratã un "mecanism de prevenire" a proliferãrii excesive si anormale a celulelor somatice 113Unele cancere care necesitã putine mutatii pentru a deveni maligne si deci nu implicã decât un numãr mic de diviziuni celulare ar putea fi telomeraz negative 114Oligonucleotide modificate de tipul "peptide nucleic acids (PNAs) (7) în care deoxiriboza a fost înlocuitã de N-glicinã 115 Ciclul celular meiotic are o serie de particularita(i (vezi capitolul 5 C 1) 116 Pozi(ia punctului de oprire G1 este incert(, fie aproape de faza S, fie la mijlocul fazei G1 117 Moleculele CKI (de le Cyclin-dependentKinase Inhibitors) sunt de doua feluri: KIP (de la kinase inhibitory proteins) care actioneaza pe multiple complexe CDK-ciclina si INK (de la Inhibitors of CDK) care actioneaza specific pe complexul CDK-ciclina D 118 Proteina RB este codificata de o gena supresoare de tumori situata pe 13q14; mutatiile genei Rb pot produce anumite cancere, inclusiv retinoblastoame 119 Gena TP53 este o gena supresoare de tumori; mutatiile ei se regasesc an peste 60% din cancere 120 PCNA stimuleaza ADN polimeraza d 121 Acest complex produce fosforilarea proteinelor implicate în despiralizarea ADN precum si a proteinei RPA care se fixeaza în punctele de origine ale replicarii Dupa declansarea replicarii complexul RPA-origine este blocat de catre CDK-ciclinaB si replicarea nu se poate repeta (se face o singura data) pâna ce celula nu trece prin mitoza, care degradeaza complexul CDK-ciclina B 122 Cdc2 este o CDK specifica, numita asa de la cell division cycle mutant 2 123 Sa reamintim ca metafaza este stadiul optim pentru studiul cromosomilor, deoarece acestia sunt contractati, bine individualizati morfologic si dispusi într-un singur plan 124 Functia microtubulilor poate fi demonstrata prin tratament cu colchicina, care inhiba formarea lor si împiedica aranjarea cromosomilor în plan ecuatorial, precum si migrarea lor anafazica 125 In acest context, termenul de "reproducere" este impropriu pentru ca individul ce rezulta dupa fecundare nu este o reproducere a nici unuia din parinti 126 Exista doua diferente majore între meioza si mitoza: prin meioza rezulta celule haploide, care genetic sunt diferite 127 Alinierea / împerecherea cromosomilor omologi "margine" la "margine" la nivelul sinapselor este favorizata de secventele repetitive multiple si identice ca tip si localizare din cei doi cromosomi omologi 128 Dispozitia cromomerelor coincide cu cea a benzilor G (vezi capitolul Cromosomii umani) 129 Mecanismul molecular al recombinarii la om nu este prea clar dar se presupune ca intervine un sistem genic similar cu genele "SOS" descrise la procariote, care prin enzimele codificate taie, schimba si resudeaza fragmentele de cromosomi 130 MITE (de la mariner insect transposon-like element) are o structura similara cu transposonul mariner de la insecte MITE nu este însa un transposon activ; în genomul uman au mai fost identificate si alte secvente tip MITE dar originea lor este misterioasa 131 În aceasta situatie, când ne referim la cromosomi avem în vedere centromerele deoarece o parte din materialul lor s-a schimbat prin CO, deci fiecare cromosom are si segmente materne si paterne 132 S-a discutat si reducerea competentei "imunologice" dintre mama si fat odata cu crestere vârstei materne, fapt ca ar permite supravietuira embrionilor trisomici; lipsesc probe pentru aceasta ipoteza 133 Himera se deosebeste de mozaic deoarece populatiile (clonele) celulare diferite au origini diferite; în mozaicuri, clonele celulare anormale au origine comuna cu cele normale, provin din acelasi zigot 134 Se mai numeste legea disjunctiei caracterelor parentale sau legea puritatii gametilor 135 Negustatorul este asimilat tipului parental si atunci încrucisarea F2 (sau F1) x P se numeste retroîncrucisare 136 Se mai numeste si legea liberei combinatii a factorilor ereditari sau "legea segregarii independente a perechilor de caractere" 137 "Pedigree" deriva din expresia franceza "pied de grue" (picior de cocor) care exprima aspectul ramificat al diagramei 138 Exceptie fac genele "paseudoautosomale" care au alele functionale atât pe X cât si pe Y 139 Se recomanda ca alelele ce determina cracatere dominante sa fie notate cu majuscule iar alelele ce determina caractere recesive cu litere mici Noi preferam simbolurile A sau a, pentru genele mutante si N sau n pentru cele normale 140 Circa 40% din indivizii care fac TVP sunt heterozigoti pentru alela factorului V Leiden 141 Dupa adunarea datelor se impune o prelucrare si o corectie statistica pentru a compensa pierderea de informatii determinata de fratriile ce provin din casatorii între heterozigoti si care nu au nici un bolnav; altfel, proportia de homozigoti afectati va fi mai mare de 25% 142 Se realizeaza aspectul unui caz izolat/sporadic dar ar fi o greseala sa consideram ca boala nu este ereditara numai pentru ca nu sunt alte cazuri în familie 143 Genele omologe de pe X si Y pledeaza pentru originea filogenetica a cromosomilor sexuali dintr-o pereche de autosomi omologi 144 Combinatia XaY + XaXN este posibila, cu o probabilitate de 1:5 000, si în cazul hemofiliei dar se pare ca hemofilia în stare heterozigota este letala la femei 145 Pacientele cu incontinentia pigmenti tipul 2 prezinta hiperpigmentari cutanate striate, în vârtejuri, absenta dintilor, caderea parului si uneori tulburari neurologice sau microcefalie cu retard mental; supravietuirea bolnavelor se coreleaza cu inactivarea preferentiala a XA în marea majoritate a celulelor 146 Alela materna este represata , prin metilare 147 Utilizarea acestui parametru - prevalenta în populatie - este importanta deoarece o boala frecventa în populatie are sanse mai mari sa apara prin coincidenta la mai multi membri din familie 148 O diviziune aparuta foarte târziu, dupa a 14-a zi de la conceptie poate da nastere la gemeni uniti (care apar cu o frecventa de 1/50000 de sarcini) cum sunt siamezii numiti astfel în memoria celebrilor Chang si Eng, nascuti în 1811 în Thailanda (Siam) si uniti prin abdomenul comun 149 Cu cât defectul este mai sever cu atât susceptibilitatea genetica este mai mare 150 Codul cu o litera: A-alanina, C-cisteina, D-acidul aspartic, E acidul glutamic, F-fenilalanina, G-lizina, H-histidina, I-isoleucina, K-lizina, M-metionina, N-asparagina, P-prolina, Q-glutamina, R-arginina, S-serina, T-treonina, V-valina, W-triptofanul, Y-tirozina; X-semnifica un codon stop 151 În unele boli, din motive neclare, aceasta probabilitate creste considerabil; de ex în acondroplazie mutatia CpG din gena pentru FGFR3 este de cel putin 100 de ori mai frecventa decât cea interesând alte dinucleotide 152 Efectul depinde de pozitia codonului stop, la începutul genei mai grav decât în regiunea terminala a genei 153 S-a stabilit prin conventie (1993) ca nomenclatura tripletelor repetitive sa se faca în ordinea alfabetica a bazelor azotate si în directia 5'?3' 154 Repetitiile instabile sunt totdeauna modificate când sunt transmise de la parinti la copii Se produc si expansiuni si regresii (contractii) dar, pentru motive neclare, predomina expansiunile 155 Imediat sub prag repetitia este nepatogena, imediat peste prag ea produce boala 156 Unii autori considera ca tractul poliglutaminic din produsul genei determina agregarea proteinei în anumite celule, pe care le omoara; altii cred ca regiunea poliglutaminica ar interfera activitatea enzimei glicolitice gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza determinând o reducere masiva a productiei de energie din glucoza; stresul metabolic este sever în neuroni, care obtin energie numai din glucoza 157 Existenta dezechilibrului de înlantuire exclude posibilitatea ca expansiunile trinucleotidice sa rezulte prin mecanisme de recombinare 158 In engleza se numesc splice site mutations 159 În engleza se numeste exon skipping 160 Dupa alte evaluari, o persoana ce traieste într-o tara dezvoltata primeste circa 6-7 remi (1/3 din surse medicale) iar "doza de dublare" (valoarea de iradiere dincolo de care proportia mutatiilor se dubleaza) este de 30-80 remi per generatie 161 Metilarea este un proces postreplicativ si catena nou sintetizata nu este imediat metilata 162 Cea mai abundenta dintre ADN-glicozilaze este uracil ADN-glicozilaza (UNG) care produce îndepartarea reziduurilor de uracil ce rezulta prin dezaminarea citozinei 163 Complexul BASC contine proteinele BRCA1, ATM, complexul NBS1-MRE11-RAD50, proteinele MSH2/MSH6 si MLH1 care intervin si în calea MMR si helicaza BLM 164 ISCN-(International System of Chromosomal Nomenclature) - Sistemul International de Nomenclatura a Cromosomilor 165 Unii autori împart anomaliile de numar în poliploidii, aneuploidii si mixoploidii (mozaicuri si himere) 166 Celulele normale sunt disomice pentru fiecare autosom si cromosomul X la femeie 167 Efectul fenotipic al unui astfel de mozaic poate fi mai grav în conditiile în care prin pierderea cromosomului suplimentar rezulta o disomie uniparentala, iar cromsomul resepctiv are loci amprentati genetic (vezi capitolul 5 C si 5 D) 168 Inversia pericentrica a cromosomului 9 - inv(9)(p11q12) - este considerata o varianta fenotipica normala 169 Prezenta ambelor centromere ramase active determina anomalii de atasare la fibrele fusului de diviziune si dificultati de segregare în cursul diviziunii, ceea ce conduce la disparitia frecventa a lor 170 S-a discutat si reducerea competentei "imunologice" dintre mama si fat odata cu crestere vârstei materne, fapt ca ar permite supravietuira embrionilor trisomici; lipsesc probe pentru aceasta ipoteza 171 Mecanismul afectarii hepatice, diferit de afectarea pulmonara, implica agregarea si stocarea proteinei Z în reticulul endoplasmic, datorita structurii sale modificate 172 În cazul unor alele multiple frecventele genice si genotipice pot fi calculate prin adaugarea unui/unor noi termen(i) la ecuatia binomiala (p + q)2 De ex frecventele genice si genotipice pentru cele trei alele ale locusului de grup sanguin ABO se vor calcula pe baza formulei (p + q + r)2 173 Cea mai veche fosila bipeda descoperita recent (1995), în Keya, are o vechime de 4 milioane de ani 174 În 2001, în Georgia, a fost descoperit scheletul fosilei H georgicus cu o vechime de 1,8 milioane de ani, cu trasaturi intermediare între H habilis si H erectus 175 Mutatiile se produc în genele implicate în imunitatea mediata de interferonul gama sau functia fagocitelor, limfocitelor T 176 Frecventa crescuta a fibrozei chistice în populatiile din Europa a fost corelata cu avantajul selectiv al heterozigotilor pentru aceleasi boli infectioase, ciuma si holera 177 În unele studii 70-80% din bolnavii cu cancer pulmonar sunt "metabolizatori intensi" (sau oxidatori rapizi) pentru CYP2D6 178 Incidenta reactiilor adverse la medicamente este de 6-7% în SUA, majoritatea fiind determinate genetic 179 O proportie însemnata - 20-95% - din variabilitatea individuala a raspunsului la actiunea medicamentelor este determinata de ereditate 180 Unii autori considera, într-o definitie mai larga, ca farmacogenetica se ocupa de studiul variatiilor genetice individuale la actiunea tuturor substantelor chimice exogene, a xenobioticelor Totusi, exista un consens actual de a restrânge firesc domeniul farmacogeneticii la medicamente si de a-l considera ca o parte a ecogeneticii care studiaza variatiile individuale determinate genetic la actiunea factorilor de mediu 181 Aceste faze nu sunt obligatoriu respectate: faza I poate lipsi uneori sau faza II poate precede faza I 182 SNPs - de la Single Nucleotid Polimorphism; se citeste snaips 183 Într-o singura proba obisnuita de sânge se va putea evaluapolimorfismul a 20 000 SNPs din 5000 de gene pentru determinantii principali ce influenteaza distributia si efectele medicamentelor 184 " geneticienii clinicieni sunt probabil ultimii generalisti adevarati în medicina actuala" (Hall, 1999) 185 Unii prefera creionul si radiera pentru corectiile ce pot aparea în cursul relatarii; în aceasta varianta, la final se va redesena arborele genealogic în cerneala, cu atentie pentru a nu omite date 186 Termenii de "anamneza pozitiva" si "anamneza negativa" au de fapt o semnificatie inversa, ce poate deruta uneori pacientul Ar fi de preferat evitarea celor doua adjective, eventual printr-o perifraza 187 Pentru diagnosticul instantaneu al unor sindroame se foloseste, pe toate meridianele, un cuvânt derivat din germana - gestalt 188 Fiecare specialitate are "un limbaj" propriu care permite comunicarea dintre specialisti si compararea cu datele literaturii de specialitate 189 Tulburarile de crestere si dezvoltare au cauze multiple si totdeauna se va evalua atent posibilitatea unui determinism socio-economic si exogen (dobândit) 190 Sinteza de caz este nu numai foarte utila ci si obligatorie; se va folosi metoda clasica, învatata în Facultate si denumita, în literatura engleza, SOAP în care S - înseamna date subiective furnizate de conasultand, O - reprezinta datele obiective identificate de medic; A (de la "assessment"- apreciere, evaluare) - contine succint concluziile diagnostice; P - planul recomandarilor terapeutice si actiunilor viitoare 191 Dupa Comitetul de Sfat Genetic al Societatii Americane de Genetica Umana (1975) 192 riscul real este egal cu rata mutatiei genei respective în populatia generala, dar de obicei acest risc este nesemnificativ 193 Datele folosite ca exemplificare provin din studiul familial al despicaturii labiale±palatine efectuate de Carter et al, 1982 194 Pentru unele afectiuni, ca de exemplu defectele de tub neural, exista variatii goegrafice si temporale importante ale riscului empiric 195 Datele sintetice prezentate în aceasta sectiune se bazeaza pe Recomandarile Societatii Europene de Genetica Umana "Provision of genetic services in Europe - current practices and issues" (2001) 196 Diagnosticul este mai dificl la prematuri 197 Aceste caracteristici au dus la denumirea improprie si prohibita de mongolism 198 Originea materna sau paterna a nedisjunctiei meiotice si tipul ei - nedisjunctie în meioza I sau meioza II - au fost stabilite prin tehnici moleculare 199 Pentru un neonatolog fara experienta în dismorfologie este utila folosirea scorului de diagnostic propus de Marion et al, 1988 200 Holoprosencefalia este un defect al liniei mediane, afectând creierul (o singura emisfera cerebrala, ventricul cerebral unic, agenezie de corp calos), structurile oculare (microftalmie/ anoftalmie) si mugurele frontal (modificarile fronto-faciale pot fi severe cu ciclopie si proboscis sau hipotelorism si despicatura velo-palatina mediana sau minore cu hipotelorism si incisiv superior central unic) 201 Examenul clinic este esential pentru alegerea sondei deoarece trebuie sa orienteze diagnosticul spre un anumit sindrom 202 În cazurile negative se vor folosi sonde pentru 10q21, un alt locus ce poate da un fenotip VCF 203 GSCL - gena din clasa "goosecoid" a factorilor de transcriptie cu homeodomeniu implicata în dezvoltarea embrionara; CTP - proteina mitocondriala de transport a citratilor; CLTD - gena D pentru lantul greu al clatrinei, cu rol în transductia semnalelor; HIRA - se exprima în cursul dezvoltarii embrionare în regiunea cefalica si mugurii membrelor; TMVCF - codifica o proteina transmembranara cu functie necunoscuta; TUPLE1 - codifca un factor transcriptional 204 Reprezinta persistenta unui limfedem generalizat aparut în viata fetala si vizibil uneori si sub forma de hygroma colli cysticum - o acumulare de lichid seros în dilatatii limfatice ale gâtului 205 Analizele moleculare (FISH, PCR) au evidentiat - în unele studii recente - o frecventa de 70% a mozaicurilor; datele trebuiesc însa a fi confirmate 206 Gena SHOX este una din genele implicate în dezvoltarea organismului 207 aspect determinat de închiderea târzie a cartilajelor de crestere în absenta testosteronului 208 Administrarea de hormoni sexuali masculini, cu scopul de inducere a dezvoltarii caracterelor sexuale secundare masculine, are efecte benefice 209 Ginecomastia este consecinta secretiei de catre glandele suprarenale (în prezenta nivelurilor crescute de FSH si LH) a unei cantitati crescute de androgeni aromatizabili, transformati în ficat în estrogeni, care produc stimularea celulelor mamare Aparitia ginecomastiei este asociata cu un risc crescut de cancer mamar, persoanele cu sindrom Klinefelter reprezentând circa 3% din toate cazurile de cancer mamar la barbat 210 Caracteristicile generale si criteriile de transmitere ale fiecareia dintre aceste subgrupe de boli au fost prezentate în capitolul 5 211 Primul Centru de Diagnostic al Bolilor Lizozomale din tara, înfiintat în anul 1997 la Cluj, a introdus recent diagnosticul enzimatic si diagnosticul molecular pentru boala Gaucher 212 Frecventa crescuta a HF s-ar putea explica explica prin avantajul selectiv al heterozigotilor la anumite boli infectioase ( de ex hepatita) 213 În mitocondrii functioneaza câteva dintre mecanismele de reparare a ADN nuclear - BER si MGMT - dar eficienta lor este redusa si rata mutatiilor care persista dupa interventia lor este de 10 ori mai mare decât în genomul nuclear (vezi capitolul 6 B 4) 214 Riscul este si mai mare daca boala apare la o vârsta mai tânara, înainte de 55 de ani la barbat si 65 de ani la femeie 215 Se estimeaza ca peste 250 de gene intervin în patogenia bolii coronariene (Gambaro et al, 2000) 216 În boala coronariana se întâlneste deobicei un nivel crescut al LDL-colesterolului, ApoB (fractia majora a LDL), Lp(a) si un nivel scazut al HDL 217 E de la epsilon 218 Gena AGT are doua variante (T235M si T174M, în care treonina este înlocuita cu metionina în pozitiile 235 si174) care se asociaza semnificativ cu HTA; asocierea a fost demonstrata numai în anumite populatii si nu a fost confirmata în alte populatii datorita probabil unei diversitati genetice ale acestor populatii 219 Cu certitudine, multe cazuri (mai ales prin mutatii cu efecte mai putin evidente) nu sunt diagnosticate în prezent 220 Expunerea in utero la hiperglicemie creste de circa 8 ori riscul ca noul-nascut sa faca, la adolescenta, un DZ 221 Autoanticorpii apar cu multi ani înaintea simptomelor clinice si sunt un marker util pentru identificarea indivizilor cu risc de a face DZ tipul I 222 In anumite cazuri pot interveni si alti factori din mediu sau structura individului; de ex , intoleranta la laptele de vaca în copilarie 223 De exemplu, haplotipul HLA DRB1*0302-DQA1*0301, în special când este combinat cu haplotipul DRB1*0201-DQA1*0501 creste de 10-20 de ori susceptibilitatea la dezvoltarea DZ tip 1 224 MIDD (de la Maternally Inherited Diabetes and Deafness) este o forma pariculara de diabet mitocondrial prezenta la 1-3% din pacientii cu DZ tipul II caracterizat prin deficienta în secretia de insulina, surditate, transmisie materna 225 Asa cum am mai precizat la bolnavii cu trisomie 21 prezenta unei copii suplimentare a genei APP duce la instalrea precoce a boli Alzheimer 226 Ar putea fi secretaza sau un cofactor al acestei enzime 227 Ubicuitina este o proteina prezenta în toate celulele, cu rol în reglarea procesului de degradare proteolitica a altor proteine ("marcate" prin fixarea ubicuitinei) într-un proteazom 228 O malformatie înrudita cu DTN este encefalocelul posterior (occipital) produs printr-o herniere a meningelui (meningocel) si uneori a tesutului cerebral (meningoencefalocel) datorita lipsei de dezvoltare (bresa) a unor portiuni din oasele craniului 229 Formele de hidrocefalie legate de X - HSAS sau forma clasica, sindromul MASA si parapareza spastica complicata de tipul1 (SPG1) - sunt determinate de mutatii diferite în gena LICAM de pe Xq28, ce codifica molecula de adeziune L1 230 American Association of Menral Retardation, 1992 231 Mecanismele de reglare a expresiei genice actioneaza la mai multe niveluri ale expresiei genice si implica transcriptia diferentiala a genelor, procesarea selectiva a ARNm la nivel nuclear, translarea selectiva a ARNm în citoplasma sau modificarea diferentiala a proteinelor care le permit acestora sa devina sau nu functionale (vezi capitolul 4 D) 232 Genele care asigura desfasurarea proceselor esentiale pentru viata celulara, numite si gene menajere (housekeeping genes) se exprima în toate tipurile de celule 233 Mutatiile genelor HOM-C determina înlocuirea antenelor cu formarea unor picioare, fenotip denumit Antennepedia 234 Fluxul nodal este afectat la soareci mutanti care prezinta situs inversus, ceea ce sustine implicarea fluxului nodal în determinarea axei stânga-dreapta 235 De remarcat ca termenul de "malformatii congenitale" este mai restrictiv, mai limitat, decât cel de anomalii congenitale 236 Morfogeneza incompleta intereseaza procesele de: închidere (despicaturile), separare (sindactilia), septare (DSA, DSV), migrare (extrofia de cloaca), rotatie (malrotatia intestinala), rezorbtie (atrezia coanala, diverticulul Mackel) În aceasta categorie se includ si agenezia (absenta unui mugure embrionar), aplazia sau hipoplazia (dezvoltarea / diferentierea incompleta a unui mugure embrionar) 237 Pentru cele mai multe structuri organogeneza se încheie la 8 saptamâni dupa fecundare (exceptie fac creierul, organele genitale externe, dintii) 238 Deformatiile nu implica defecte tisulare dar tesuturile cu structura anormala sunt mai susceptibile la deformare 239 Trebuie sa aratam ca folosirea notiunii de câmp de dezvoltare, pentru a explica de ce mai multe malformatii se întâlnesc împreuna, este destul de dificila si necesita cunostinte solide de topografie embrionara; în plus, nu aduce prea multe clarificari patogenice Pentru practician, termenii de malformatii unice, complexe si secvente sunt suficient de clari si utili 240 Dezvoltarea embrionara reno-urinara, mai ales în primele stadii, este strâns corelata cu dezvoltarea genitala, implicând structuri comune si interventia unor gene ce influenteaza ambele procese 241 Celulele Sertoli secreta de asemeni inhibina, protejeaza si hranesc celulele germinale, sintetizeaza un factor de legare a androgenilor si inhiba meioza în cursul vietii fetale 242 La fetusul de 5 luni exista aproximativ 7 milioane de foliculi primordiali; multi degenereaza însa pâna la nastere (700 000 - 2 000 000) si apoi pâna la pubertate, când ramân numai circa 400 000 foliculi 243 Penisul creste în lungime cu circa 0,7 mm/saptamâna atingând la termen dimensiunea normala de 3,5 cm 244 Activarea genei SRY ar putea fi produsa sau potentata de catre gena WT1 deoarece în regiunea promotor a SRY a fost descris un situs de fixare a unui factor de transcriptie produs de WT1 245 Trebuie precizat ca influenta testiculilor fetali asupra dezvoltarii cailor genitale este exercitata exclusiv unilateral; daca unul din testiculi nu se dezvolta sau este îndepartat precoce în cursul vietii fetale (experimente la animale), are loc dezvoltarea normala a oviductului ipsilateral, asociata cu involutia controlaterala a ductului Muller 246 AMH a mai fost denumit si MIF, de la Mullerian inhibitng factor 247 Soarecii XY cu deficit de aromataza sau receptori de estrogeni nu au comportamentul masculin specific 248 Clasificarile tulburarilor de sexualizare folosite de diferiti autori prezinta unele mici diferente; noi am optat pentru o clasificare recenta si simpla 249 Denumirea de hermafroditism care provine de la imbinarea numelor zeului Hermes si a zeitei Afrodita 250 Exista mutatii ale receptorului androgenic care determina boli ce nu fac parte practic din categoria pseudohermafroditismelor masculine, fiind manifestate doar prin infertilitate sau hipovirilizare la indivizi cu fenotip masculin 251 Acest termen istoric, poate induce o serie de confuzii Multe dintre componentele sistemului imun dobândit sunt, de asemenea, prezente de la nastere 252 Existenta regiunilor hipervariabile a fost pusã în evidentã de cãtre Wu si Kabat în diagramele care le poartã numele Analiza regiunilor variabile a relevat cã, din punct de vedere al structurii primare, diferentele dintre lanturi se regãsesc la nivelul unor portiuni înguste, denumite CDR (complementarity determining region), în timp ce, în afara acestora (regiuni cadru), diferentele dintre lanturi nu sunt nici pe departe la fel de marcate 253 Totalitatea specificitãtilor diferite pe care le poate produce sistemul imun este cunoscutã sub numele de Repertoriu Imunologic 254 Partea constantã a lantului greu, codificatã de o anumita genã constantã, permite încadrarea întregii imunoglobuline într-una din cele 5 clase (isotipuri): A, D, E, G, M De fapt, existã 9 tipuri distincte de lanturi grele, ceea ce permite distinctia unor clase si subclase: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgM, IgD, IgE 255 Recombinazele codificate de cãtre RAG1 si RAG2, alãturi de enzima TdT (Terminal deoxinucleotidil Transferaza) sunt singurele care se gãsesc doar în limfocite 256 Un calcul simplu ne aratã cã în cazul lanturilor grele, dacã orice gena D se poate combina cu orice gena J si apoi cu orice genã V, numãrul de combinatii posibile pe care îl putem obtine este de 51(VH) x 27(DH) x 6(JH) = 8262 În cazul lanturilor usoare de tip k, calculul ne conduce la 40(Vk) x 5(Jk) = 200 de combinatii, respectiv 30(V?) x 4(J?) = 120 de combinatii pentru lanturile usoare ? 257 Astfel, un calcul simplu ne aratã cã putem obtine, în cazul asocierii unui lant greu cu un lant usor k un numãr de 8262 x 200 = 1 652 400 de variante Aceastã sumã, desi impresionantã, este totusi departe de numãrul de specificitãti existente în organism, care alcãtuiesc repertoriul imunologic si care este estimat între 1010 si 1011 Surplusul de diversitate este oferit însã de mecanisme suplimentare, care nu s-ar fi putut, totusi, manifesta în absenta acestui sistem cu totul deosebit prin care gene, situate la distantã între ele, sunt alese întâmplãtor, alãturate si unite pentru a forma o genã hibrid 258 Se pare cã anumite motive nucleotidice si secvente palindromice de la nivelul genelor rearanjate (VJ sau VDJ) sunt în mod particular susceptibile în fata acestui mecanism, în limfocitele B mature fiind afectate preferential acele secvente care codificã regiunile hipervariabile (CDR) În mod normal, hipermutatiile somatice au loc în centrul germinal (deci în organele limfoide secundare), ca o consecintã a expunerii la antigen; acele limfocite B care au receptorul cu cea mai mare afinitate pentru antigenul respectiv vor fi selectate în mod preferential, vor supravietui si tot dintre acestea se vor diferentia si celulele cu memorie Procesul a fost denumit "maturatie de afinitate" 259 Rãspunsul fatã de antigenele T independente, în absenta interventiei limfocitelor T helper, nu conduce nici la memorie imunologicã si nici la comutare de clasã 260 Domeniul C? nu este organizat ca un domeniu globular Conformatia TCR pare sa fie mai rigidã decât a Ig datoritã interactiunilor dintre domeniile fiecãrui lant, posibil si datoritã diferentei dintre sistemul de recunoastere a Ag propriu al fiecãrui receptor 261 Astfel, dacã în cazul genelor lantului ? este aleasã gena D2, aceasta se va putea asocia doar cu o genã J din al doilea grup Dacã este aleasã însã gena D1, rearanjarea va putea asocia, într-o manierã aleatorie, fie o genã J din primul grup, fie din al doilea 262 Limfocitele T din timus, aflate în plin proces de diferentiere, sunt denumite timocite 263 Selectia pozitivã a limfocitului B are altã semnificatie (exprimarea unui receptor intermediar); selectia negativã se referã însã de asemenea la eliminarea limfocitelor B autoreactive 264 Acest proces nu este perfect; va continua în periferie, dar aici vor fi implicate mai degraba alte mecanisme decât inducerea apoptozei celulelor 265 În afarã de complexul major, exista si un grup denumit minor (mHC), a cãrui importantã a devenit evidentã în contextul supravietuirii pe termen lung a organelor grefate 266 Riscul relativ (RR) se calculeazã dupã urmãtoarea formulã: RR=ad/bc, unde a = proportia de pacienti care prezintã alela respectivã, b = proportia de pacienti care nu prezintã alela respectivã, c = frecventa alelei în grupul de control, f = frecventa absentei alelei în grupul de control 267 ADA este o enzimã folositã pentru degradarea purinelor În absenta ei, celulele acumuleazã cantitãti excesive de adenozinã si deoxiadenozinã, toxice în mod particular pentru limfocite O altã enzimã, PNP (purin nucleotid fosforilaza) degradeazã guanozina la inozinã Absenta sa conduce la acumularea excesivã de metaboliti ai guanozinei (GMP, GDP si GTP) si ai deoxiguanozinei (dGMP, dGDP si dGTP), care, ca si metabolitii adenozinei, sunt toxici pentru limfocite 268Denumirea oncogenelor identificate prin studiul virusurilor oncogene a fost bazata pe numele acestora De exemplu, SRC este o oncogena a virusului sarcomului Rous (Rous sarcoma virus), SIS o oncogena a virusului sarcomului simian (Simian sarcoma virus), RAS este virusul sarcomului sobolanilor (rat sarcoma virus) si asa mai departe 269Transfectia reprezinta introducerea unei gene într-o celula, permitând celulei transfectate sa sintetizeze proteina corespunzatoare 270Limfomul Burkitt este o forma agresiva de limfom cu origine în celulele tip B 271 Probabil, mai corecta ar fi denumirea "gene supresoare a cresterii tumorale"; oricum, termenul de "antioncogene", folosit initial, este impropiu 272Initial genele caretaker au fost denumite gene ale controlului integritatii genomului si au fost considerate o categorie separata fata de genele supresoare de tumori Trasaturile lor comune (precum caracterul recesiv al mutatiilor) si lipsa unei departajari clare între functiile lor au condus la reunirea acestora într-o singura clasa, cea a genelor supresoare de tumori 273 Rolul central al proteinei TP53 în supresia tumorala a condus la desemnarea acesteia ca "molecula anului" de catre revista Science în 1993 (vezi si caseta 17 5) 274 Aneuploidia este definita ca fiind orice numar al cromosomilor care nu este un multiplu exact al unui set haploid de cromosomi 275Metilarea ADN poate apare, mai rar, în cadrul altor secvente precum CpNpG ori CmC[A/T]GG 276 Daca nu sunt disponibile fondurile necesare tratamentului presimptomatic al unei boli atunci nu are rost introducerea unui program de screening pentru acea boala 277 La aceasta categorie se poate atasa diagnosticul presimptomatic al purtatorilor sanatosi de mutatii patogene prezenti în familia unui bolnav, pe baza unor registre genetice 278 Este vorba de proteine produse de fat în cursul perioadei gestationale sau hormoni produsi de unitatea feto-placentara 279 DTN îndeplinesc conditiile unei boli supuse screeningului deoarece sunt anomalii congenitale relativ frecvente, au consecinte grave pentru fat si 95% dintre copiii cu DTN se nasc din gravide fara istoric familial pozitiv 280 VG se determina în raport cu data primei zile a ultimei menstruatii sau, mai bine, prin estimarea diametrului biparietal (DBP) prin ecografie (daca ritmul cresterii fetale este normal) 281 Mediana este o valoare mai buna decât media - deoarece nu este influentata de valori ocazionale 282 Corectia se face prin divizarea valorilor MoM observate prin valorile MoM asteptate la o anumita greutate materna 283 Initial screeningul DTN deschise s-a facut prin determinarea radioimunologica a AFP în LA; deoarece nivelul AFM-LA se coreleaza cu nivelul AFP-SM s-a introdus screeningul serului matern si masurarea AFP printr-o manevra neinvaziva 284 DTN închise, acoperite de piele sau o membrana groasa si opaca, nu pot fi detectate prin dozarea AFP 285 Desi sensibilitatea AFM-SM este mai mica decât a AFM-LA riscurile determinarilor AFM-SM sunt nule 286 HGC este un hormon glicoproteic alcatuit din doua subunitati neidentice - alfa si beta - aflate fie libere, fie cuplate între ele; HGC este produsa de sincitiotrofoblastul placentar si excretata direct în sângele matern Estriolul neconjugat este un hormon steroid secretat de unitatea fetoplacentara 287 Valorile medii ale celor trei markeri în sarcinile cu SD, exprimate ca multipli ai MoM din sarcinile normale (la care prin definitie MoM este 1,0) sunt: AFP - 0,75; uE3 - 0,73; HCG - 2,05 (dupa Muller si Young, 1999); ca si în cazul DTN se vor face o serie de corectii ale valorilor observate functie de VG, greutate materna, imaturitate fetala, fumat etc 288 Valoarea mediana a PAPP-A în sarcinile cu SD este în jur de 0,43 MoM iar a ß-HCG de 1,79 MoM (Wald et al 1997 289 S-a demonstrat ca în DM Duchenne (circa 1:4500 nou-nascuti de sex masculin) prin screening pot fi prevenite prin screening peste 15% din sarcinile cu fetusi afectati, fapt ce confera programului un raport cost-beneficiu favorabil 290 O exceptie importanta este reprezentata de pacientii care au un defect în metabolismul biopterinei, care vor urma un tratament diferit 291 Proportia de 5% rezultate fals pozitive este determinata mai ales de tirozinemii tranzitorii reversibile sau, mai rar, de alte cauze de hiperfenilalaninemie; aceasta proportie poate fi redusa prin retestare la 2-4 saptamâni sau folosind metodele fluorometrice ori, mai recent, spectrometria de masa (care masoara concomitent si tirozina) 292 Pâna la introducerea DPN cuplurile cu risc genetic crescut aveau doar posibilitatea asumarii riscului sau evitarii oricarei sarcini (prin contraceptie sau sterilizare voluntara) 293 Întreruperea cursului sarcinii, mai ales pentru un defect mediu sau "tratabil" postnatal, este o dureroasa dilema personala, care se poate rezuma prin: "to kill or not to kill !" 294 De exemplu, masurarea dimensiunilor ventriculilor cerebrali fetali 295 Analiza Doppler apreciaza amploarea fluxului sanguin în vasele ombilicale si poate defini patologia cardiaca fetala; fluxul redus cu rezistenta crescuta este frecvent notat în întârzierile cresterii fetale 296 Celulele fetale provin din descuamatiile pielii sau mucoaselor tractului urinar sau digestiv 297 Esecurile culturii de celule amniotice sunt de circa 0,8-1%, în conditiile unei tehnici perfecte 298 În acest caz procesarea LA presupune o tehnicitate remarcabila 299 În limba engleza CVS - de la chorionic villus sampling 300 Poate fi efectuata si intr-un stadiu mai tardiv de sarcina dar în acest caz se numeste biopsie placentara 301 Mecanismele teratogenice posibile ar fi producerea unor embolii în circulatia fetala sau hipoperfuzia (determinata de hemoragie feto-materna sau spasme vasculare consecutive eliberarii unor substante presoare) 302 În limba engleza PUBS- de la percutaneous umbilical blood sampling 303 Pentru proceduri mai laborioase, embrionul se cultiva pâna la stadiul de blastocist 304 Tehnicile actuale pentru caracterizarea mutatiilor de pe cromosomul X sunt prea lungi pentru a fi aplicate la DGP 305 Daca femeia este purtatoare a anomaliei este posibil un diagnostic indirect (PCGD - preconception genetic diagnosis) prin analiza cromosomilor primului globul polar, înainte de fertilizarea ovocitului 306 In acest caz se folosesc: SKY (spectral karyotyping) sau FISH multicolor - prin care fiecare cromosom este colorat diferit 307 Cariotipul normal în placenta se poate produce prin pierderea cromosomului suplimentar prezent la fat - - 572 